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Kinwirkung von Pyrrolidonylchlorid auf Leucinaithylester. 


Von 


Emil Abderhalden und Hans Spinner. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1919.) 





Ks ist seinerzeit von dem einen von uns (Abderhalden) 
und Wurm!) bei der Kinwirkung von dl-Pyrrolidonylchlorid auf 
dl-Leucinithylester eine Verbindung vom Schmelzpunkt 115 
bis 117° erhalten worden. Sie wurde als Pyrrolidonyl-leucin- 
ester angesprochen. Wir haben die betreffenden Versuche 
wiederholt. Es stellte sich dabei heraus, dafi das erwihnte 
Produkt ein Gemisch darstellte. 

Der rein dargestellte dl-Pyrrolidonyl-dl-leucinester: 

CO-0- C,H, 


| 
CO-NH- CH: (CH,), - CH, 


| 
CH - NH 
, | 
CH, 
| 


CH, 
CO 
schmilzt bei 147—148°, ist in kaltem Wasser ziemlich schwer 
léslich und kristallisiert in regelmif igen quadratischen oder 
rechteckigen Blittchen. 
Neben Pyrrolidonyl-leucinester konnte in einem Fall eine 
in Nadeln kristallisierende Substanz vom F. P. 120—122° iso- 


*) Fortgesetzte Studien iiber die Pyrrolidoncarbonsdure und aus ihr 
aufgebaute Polypeptide. Diese Zeitschr. Bd. 82, S. 160 (1912). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVYII. 1 
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hiert werden, die in Wasser spielend leicht ldslich ist, eine 
freie, titrierbare Carboxylgruppe enthalt, und deren Analyse 
fiir Glutaminyl-leucinithylester genau stimmende Zahlen 
ergab: 
CO.0.C,H, 
CO-NH- - - (CH,), - CH, 


| 
CH - NH, 


ou, 

i 

coon 

In emem anderen Versuch konnte neben Pyrrolidonyl- 

leucinester eine andere Substanz isoliert werden, welche auch 
in Nadeln kristallisiert und bei 120—121° schmilzt, aber nicht 
identisch ist mit dem obigen Glutaminyl-leucinester; eine 
Mischprobe der beiden Substanzen schmilzt von 92 —104°, 
zeigt also starke Schmelzpunktsdepression. Sie ist ungefihr 
gleich léslich wie Pyrrolidonyl-leucinithylester und deshalb 
schwer von diesem zu trennen. Eine freie Carboxylgruppe 
ist durch Titration nicht nachzuweisen. Die Analyse ergab 
fir Pyrrolidonyl-leucinester stimmende Werte. Es han- 
delt sich offenbar entweder um eine isomere Verbindung des 
oben erwiihnten bei 147—148° schmelzenden Pyrrolidonyl- 
leucinesters, oder aber es unterscheiden sich die beiden Ver- 
bindungen in ihrer optischen Einheitlichkeit. Leider steht 
kein Material mehr zur Verfiigung, um diese Frage zu ent- 
scheiden. 


Einwirkung von dl-Pyrrolidonylchlorid auf 
dl-Leucinaithylester. 


Erster Versuch: 19,6 g dl-Leucinithylester werden in 
der 5fachen Menge trockenen Chloroforms gelést, mit Eis 
gekiihlt und in die Liésung portionenweise 9,1 g dl-Pyrrolidony]- 
chlorid unter gutem Schiitteln und zeitweisem Kiihlen im 
Laufe von °/, Stunden eingetragen. Das Chlorid lést sich 
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leicht auf. Die orangegefarbte Lésung wird 48 Stunden stehen 
gelassen. Man destilliert das Chloroform im Vakuum bei 
Zimmertemperatur ab, nimmét den riickstaéndigen braunen Sirup 
in 250 ccm absolutem Alkohol auf und bestimmt in einem 
aliquoten Teil das Chlor titrimetrisch. Der Rest der Lésung 
wird mit einer Auflésung der berechneten Menge Natrium in 
absolutem Alkohol versetzt und das ausgeschiedene Kochsalz 
abfiltriert. Das Filtrat verdunstet man im Vakuum bei 35 
bis 40° Wasserbadtemperatur zur Trockne, riihrt den festen, 
gelbbraunen Riickstand mit Petroléither an und nutscht ab. 
Der Riickstand wird mit 75 cem Kssigester und etwas Tier- 
kohle zum Sieden erhitzt und die Lésung vom Kochsalz ab- 
filtriert. Beim Verdunsten des Filtrates auf dem Ofen bei 
40° auf ca. '/, seines Volumens scheiden sich farblose mikro- 
skopische Nidelchen ab. Man nutscht diese nach dem Er- 
kalten ab (Filtrat I, s. u.) und kristallisiert sie aus heifiem 
Essigester um (es geht dabei nicht mehr alles in Lésung; 
vom Riickstand wird abfiltriert). Nach nochmaligem Um- 
kristallisieren aus Essigester erhilt man schéne Nadelbiischel 
vom F. P. 120—122°. 

Zur Analyse wurde das Produkt im Vakuum-Exsikkator 
iiber Schwefelsiiure getrocknet: 


0.1445 g¢ Substanz ergaben 0,2868 g CO,, 0,1078 g H,O (Wetzel). 
Glutaminyl-leucinithylester (C,,H,,0, N, = 288,2) 
ber.: 54,13%o C, 8,39°%/o H. 
gef.: 54,13°, C, 8,385"), H. 


0,03186 g Substanz wurden in 10 cem destilliertem Wasser, 
das vorher durch Zufiigen von einigen Tropfen ?/,,.n-Natron- 
lauge genau neutral gestellt worden war (Phenolphtalein als 
Indikator), gelést und mit ?/,,,n-Natronlauge titriert. Gebraucht 
wurden 9,9 cem (der Umschlag war nicht ganz scharf, ganz 
schwache Rétung trat schon von 9,2 ccm an auf). 


Filtrat I: wird noch weiter auf dem Ofen eingedunstet. 
Es hinterbleibt ein orangeroter Sirup, vermischt mit quadra- 
tischen Blittchen. Man lést den Sirup in Ather und nutscht 
die hinterbleibenden weifien gliinzenden Blittchen ab. Sie 
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sind schwer léstich in Essigester und Alkohol, leicht in heiSem 
Wasser und scheiden sich beim Erkalten daraus wieder ab. 
Man kristallisiert die Blittchen aus hei{em Wasser um und 
erhalt prachtige grofie quadratische oder rechteckige Blittchen 
vom F. P. 147—148°. 

0,1246 g Substanz: 0,2658 g CO,, 0,0932 g H,O (Wetzel). 

Pyrrolidonyl-leucinaithylester (C,,H..O,N, = 270,17) 

ber.: 57,74°%o ©, 8,20% H. 
gef.: 58,18% C, 8,37°%o H. 

0,03790 g Substanz wurden in 10 ccm heifem Wasser, 
das vorher durch Natronlauge genau neutral gestellt worden 
war (Phenolphtalein), gelést und nach dem Erkalten mit 
"/:oon-Natronlauge titriert. Der erste Tropfen 1/,,,n-Natron- 
lauge bewirkt schon Rétung: Es ist keine freie Carbonylgruppe 
vorhanden. ‘ | 

Zweiter Versuch: 40 g dl-Leucinithylester werden in 
200 cem trockenem Chloroform gelist. Unter Kiihlung durch 
zeitweiliges Kinstellen in Kis und Schiitteln werden im Laufe 
von 1'/, Stunden 18,5 g dl-Pyrrolidonylchlorid eingetragen. 
Die klare orangegefirbte Lésung wird 13'/, Stunden sich 
selbst tiberlassen und dann im Vakuum das Chloroform ab- 
destilliert. Der braune élige Riickstand wird mit 125 ccm 
Wasser versetzt, wobei der gréfite Teil in Lésung geht. Man 
trennt im Scheidetrichter und schiittelt das Ol nochmals mit 
125 ccm Wasser aus. (Bei Aufarbeitung des  farblosen 
wiisserigen Auszuges konnten nur Leucinithylester, freies 
Leucin und Leucinanhydrid isoliert werden.) Das braune Ol 
wird nach einigem Stehen auf dem Olen bei 40° mit Toluol 
und etwas Tierkoble aufgekocht und die Lésung filtriert; beim 
Erkalten und teilweisen Verdunsten des Lisungsmittels scheidet 
sich eine Substanz ab, die nach dem Abnutschen von der 
dunkelbraunen Fliissigkeit fast weil auf der Nutsche zuriick- 
bleibt. Man trocknet und kristallisiert nochmals aus Toluol 
um. Da ein Gemisch vorzuliegen scheint, wird noch 2mal 
aus Essigester umkristallisiert. Durch fraktionierte Kristalli- 
sation erhilt man zuniichst die schénen quadratischen Blattchen 
des Pyrrolidonyl-leucinesters (s. erster Versuch), die 
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nach nochmaligem Umkristallisieren aus der 12fachen Menge 
heifien Wassers bei 146—147° schmelzen. 


Als zweite Fraktion erhilt man in der Hauptsache weifie 
Nadeln, die zundchst noch mit den quadratischen Blittchen 
des Pyrrolidonyl-leucinesters verunreinigt sind. Diese werden 
unter der Lupe herausgesucht. Bei mehrfachem Umkristalli- 
sieren aus heifiem Wasser gewinnt man schiéne einheitliche 
Nadeln, die bei 120—121° schmelzen, aber nicht identisch 
sind mit Glutaminyl-leucinithylester (s. erster Versuch), wie 
Titration und Bestimmung des Schmelzpunktes einer Misch- 
probe zeigen. Eine Mischprobe dieser Substanz mit Glutaminy]- 
leucinithylester (F. P. 120—122°) schmilzt von 92—104°, 
zeigt also sehr starke Schmelzpunktsdepression. 


Zur Analyse wurde das Produkt im Vakuum-Exsikkator 
iiber Schwefelsiure getrocknet: 


0,1550 g Substanz gaben 0,3267 g CO,, 0,1150 g H,O = 57,48°, C, 
&,28°/, H. (Wetzel.) 


Berechnet fiir C,,H..0,N, — Pyrrolidonyl-leucinester (Mol. 270,19). 
57,74°/, C, 8,20, H. 


Anhangsweise sei der 1-Leucinmethylester beschrieben, 
den wir verschiedentlich in Hiinden hatten und genauer unter- 
sucht haben. 


Zur Darstellung des bisher unseres Wissens noch nicht 
beschriebenen 1]-Leucinmethylesters wurden 30 g_ 1|-Leucin 
([a]p = + 15,83°) in 150 cem Methylalkohol suspendiert und 
1 Stunde lang trockenes Chlorwasserstoffgas durchgeleitet, 
dann die Lésung '/, Stunde zum Sieden erhitzt und hierauf 
der Methylalkohol im Vakuum abdestilliert. Der feste Riick- 
stand wird in 50 ccm Wasser gelist, die Liésung mit Eis 
gekiihlt, mit 200 ecm Ather iiberschichtet und vorsichtig mit 
25 cem 33°/,iger Natronlauge alkalisch gemacht. Es wird 
mal ausgedthert, der Auszug mit Natriumsulfat getrocknet 
und der Ather verdampft. Der Riickstand wird im Vakuum 
destilliert und geht bei 12 mm Druck bei 79—79,5° (Wasser- 
badtemperatur 85— 86°) iiber. 





; 
i 
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Bestimmung des spezifischen Gewichtes von |-Leucin- 
methylester: : 
Gewicht des Esters — 4,7725 g, : 
Wasserwert des Pyknometers = 5,0063 g. 

D17° — 0,9533. 


Bestimmung der optischen Drehung: 


o a = + 3,15° (im 2 cm-Rohr), 
[a] if’ = + 16,52°. 








Uber die Balloclektrizitaét amphoterer Stoffe. 
Von 
C. Christiansen und Johanne Christiansen. 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie in Kopenhagen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5, Juni 1919.) 


Die balloelektrische Untersuchung amphoterer Stoffe haben 
wir in der Erwartung vorgenommen, daf das eigentiimliche 
Verhalten dieser Stoffe Saiuren und Basen gegeniiber sich 
durch charakteristische balloelektrische Kurven zeigen kénnte. 
C. Christiansen’) hat gefunden, daf} ein Elektrolyt in wib- 
riger Lésung mit einem nicht leitenden Stoffe, z. B. Alkohol, 
gemischt, einen sehr grofsen balloelektrischen Ausschlag gibt, 
wahrend die Stoffe fiir sich allein unwirksam waren; ob eine 
solche Mischung positiv oder negativ balloelektrisch ist, hangt 
von dem Alkoholprozente ab, so daf} die Elektrizitit bei etwa 
45, °/, Athylalkohol (entsprechend 1 Mol. Alkohol -+ 4 Mol. Wasser) 
von positiven zu negativen Werten schwingt. Die Deutung 
dieser Kurven fiir verschiedene Alkohole und Fettsiuren hat 
zu sehr interessanten zahlenmaéfigen Verhiltnissen zwischen 
Alkohol- bzw. Fettsiure-Molekiilen und Wasser-Molekiilen ge- 
fiihrt *). 

Es war daher — in Fortsetzung friiherer Untersuchungen 
von amphoteren Stoffen mittels anderer Methoden — inter- 
essant zu untersuchen, welche neue Tatsachen die balloelek- 
trische Methode entschleiern kinnte, wenn man Elektrolyte 
(Sauren oder Salze) mit den nicht leitenden Stoffen: Kiweifi 


— _ 


1) C. Christiansen, Annal. d. Physik [4] Bd. 40, S. 107 (1913). 
*) Johanne Christiansen, Zeitschr. f. physikalische Chemie 
Bd. 92, 8S. 257 (1917). | 
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oder Aminosduren, zusammenmischte. Besonders interessierten 
uns im voraus die Punkte, wo das Eiweifs von Siure oder 
Alkali eben neutralisiert war. 

Diese Punkte sind bekanntlich dadurch erkennbar, daf 
sie Viskositiétsmaxima’) darstellen, und weiter dadurch, dai 
freie Salzsiure durch Giinzburgs Reaktion*) eben hier nach- 
weisbar wird. Bei den einleitenden Versuchen wurden daher 
auf denselben Lésungen sowohl balloelektrische wie auch viskosi- 
metrische und Giinzburg-Bestimmungen vorgenommen. 


Serumalbumin. 


Die erste Untersuchungsreihe wurde mit einem einen Monat 
lang dialysierten Pferdeserum vorgenommen, und es zeigte 
sich gleich, dai der balloelektrische Ausschlag von der Wasser- 
stoffionenkonzentration in hohem Grade abhangig war, aber 
in ganz anderer Weise, als wir im voraus erwartet hatten. 
Die folgende Tabelle I zeigt eine Zusammenstellung der ballo- 
elektrischen Werte mit Viskositiit und Reaktion derselben Lé- 
sung. Vier Eiweifikonzentrationen wurden untersucht, nimlich 
0,48, 0,8, 1,6 und 2,4°/, Serumalbumin. Die Viskositiét wurde 
bei 20° im Wasserbad mit einem Viskosimeter vom Wasser- 
wert 32,5 Sek. bestimmt und ist in der Tabelle in Sekunden 
angegeben. Sie wurde nur fiir die Konzentration 1,6°/, Ei- 
weil} bestimmt. Die Reaktion wurde nur grob mittels Kongo- 
papier (K) bestimmt. 

Positive Kongoreaktion bedeutet, dafi} der Wasserstoff- 
ionenexponent < 4,6, negative, daf} er > 4,6 ist*). Ob freie 
Salzsiure zugegen war oder nicht, wurde mittels Giinzburgs 
Reagens (G) bestimmt. Die Balloelektrizitéit wurde mittels der 
von C. Christiansen‘) friiher angegebenen Methode bestimmt. 
Vor und nach jeder Versuchsreihe wurde, wie in friiheren 


1) W. Pauli und Handovski, Biochem. Zeitschr. Bd. 18, S, 340 
(1909). 

*) Johanne Christiansen, Biochem. Zeitschr. Bd. 47, 8. 226 (1912). 

‘) Johanne Christiansen, Biochem. Zeitschr, Bd. 46, 8. 37 (1912). 

*) C, Christiansen, Anna]. d, Physik [4] Bd. 40, S. 107 (1918). 
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Abhandlungen angegeben, immer der Ausschlag einer Kontroll- 
lésung bestimmt, weil bekanntlich die grofie Empfindlichkeit 
des Ballometers von vielen verschiedenen Faktoren, die nicht 
immer konstant gehalten werden kénnen, den Vergleich ver- 
schiedener Versuchsreihen erschwert. Der Ausschlag dieser 
Kontrollésung, die aus gleichen Teilen, 2 mol. Alkohol und 
n/)-KCl, bestand, wurde als Einheit (aus praktischen Griinden 
mit 50 multipliziert) angenommen, und die gefundenen Aus- 
echlige anderer Lésungen im Verhiiltnis zu dieser Kinheit 
reduziert. 

In der ersten Kolonne der Tabelle ist fiir jede Albumin- 
konzentration die Salzsiurekonzentration der Lésung angegeben. 
Weiter ist fiir jede Albuminkonzentration die Balloelektrizitat 
und die Reaktion auf Kongopapier oder mit Giinzburgs 
Reagens aufgezeichnet. Fir die Konzentration 0,8°/, Serum- 
albumin sind auch drei Bestimmungen mit Salzzusatz und fir 
die Konzentration 1,6°/, Serumalbumin die Viskositiétsbestim- 
mungen aufgezeichnet. 

Die Tabelle I und die zugehérende Fig. 1 zeigen, dab die 
Balloelektrizitét, die anfinglich positiv ist, bei Zusatz von 
ganz geringen Mengen Salzsiiure erst bis 0 abnimmt, dann 
negativ wird, ein Minimum erreicht, um darauf wieder all- 
mihlich bis zu positiven Werten zu steigen. 

Die Viskositaét zeigt eine gleichférmig steigende Kurve, 
die ein unscharfes Maximum bei dem Punkte erreicht, wo 
freie Salzsiure eben auftritt, d.h., wo eben alles Eiweifs mit 
Salzsiure gesiittigt ist. Von diesem Punkte ab beginnt die 
Kurve langsam zu fallen. 

Die Salzsiurekonzentration bei diesem Maximum ist 0,02 n; 
die Normalitit des 1,6°/, Serumalbumins ist somit auch un- 
gefahr 0,02 n, d. h. die Molekiilgréfie des Serumalbumins ist 
ein Multiplum von 16: 0,02 = 800. | 

Diesem Viskositiitsmaximum entsprechend ist keine Dis- 
kontinuitit der balloelektrischen Kurve (Kurve 3 der Figur) 
zu sehen; die grofjen und so charakteristischen Schwankungen 
der balloelektrischen Kurven liegen im ersten Anfang der 
Kurven bei ganz unbedeutendem Saurezusatz und haben somit 
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mit den Siattigungsgrenzen des Serumalbumins fiir Siure nichts 
zu tun. " 

Ks war ein naheliegender Gedanke, daf} der isoelektrische 
Punkt die Ursache dieser starken Richtungsinderung der Ballo- 
elektrizitaét war. Die Reaktion auf Kongopapier war ein ganz 
gutes Mittel, jene Vermutung zu priifen. Der Umschlag dieses 
Indikators erfolgt namlich bei p,, = 4,6, wihrend der isoelek- 
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trische Punkt des Serumalbumins nach Michaélis und David- 
sohn') ungefahr bei p, = 4,7 liegt. 

Wenn man die vier Kurven der Fig. 1, wo die Grenzen 
des Kongoumschlages durch Kreuze angegeben sind, unter 
diesem Gesichtspunkte betrachtet, sieht man, dafs der Um- 
schlag fiir die héchsten Eiweifkonzentrationen (1,6 und 2,4°/,, 


') Michaélis und Davidsohn, Biochem. Zeitschr. Bd. 33, S. 456 
(1911). 
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bzw. Kurve 3 und 4) in der Nihe des Minimums liegt, wihrend 
er bei den beiden niedrigsten Konzentrationen (Kurve 1 und 2) 
links davon gelegen ist. 

Der isoelektrische Punkt, der, wie schon erwihnt, bei 
etwas weniger saurer Reaktion als der Kongoumschlag liegt, kann 
daher nicht mit dem Minimum der Ballogramme zusammen- 
fallen. Dagegen ist es mit den Versuchen vereinbar, daf} er 
mit dem ersten Schnittpunkte der Kurven mit der Abscissen- 
achse zusammenfallt, was auch theoretisch leichter zu begriinden 
wire; der isoelektrische Punkt ist ja dadurch gekennzeichnet, 
daf} ebensoviele positive wie negative Eiweifionen vorhanden 
sind, und dafi eine solche , Neutralitit‘ sich durch entsprechende 
balloelektrische Neutralitiat zeigen kénnte, wire ja ein sehr 
anziehender Gedanke. 

Bei den spiiteren Versuchen mit Eieralbumin und Amino- 
siuren haben wir daher unsere Aufmerksamkeit besonders auf 
jenen Punkt gerichtet. 


Eieralbumin. 


Um mit ganz reinem Albumin arbeiten zu kénnen, haben 
wir uns an Professor 8. P. L. Sérensen gewendet, der uns 
freundlichst eine Portion seines reinen Eieralbumins iiberlassen 
hat. Der isoelektrische Punkt ist ja nimlich unter anderem 
dadurch eigentiimlich, daf verschiedene Konzentrationen des 
Ampholyten — aber nur, wenn dieser ganz rein ist — ganz 
dieselbe Séurekonzentration fordern, um ihn zu erreichen. 
Dies stimmte nicht fiir Serumalbumin, was aus Fig. 1 ersicht- 
lich ist. Die Abscisse bedeutete ja hier die Siurekonzentration, 
und man sieht, dal} die ersten Schnittpunkte der vier Kurven 
mit der Abscissenachse — die ja nach unserer Theorie den 
isoelektrischen Punkt darstellen sollten — an ganz verschie- 
denen Stellen liegen. 

Die Ursache kinnte darin bestehen, daf} Unreinheiten des 
dialysierten Serumalbumins je mehr Siure binden, je gréfier 
die Albuminkonzentration ist, und die Versuche mit S. P. L. 
Sérensens reinem Eiweifi waren daher fiir unsere Aufgabe 
von groBer Bedeutung. 
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Wir erhielten von dem Carlsberg Laboratorium die 
Erlaiuterung, da der Kiweifiprozent der uns_ iiberlassenen 
Liésung 4,48°/, (N°/, * 6,25) betrug und da als einzige Un- 
reinheit 11,64 - 10--* Mol. (NH,),SO, vorhanden wire. Wir 
haben diese Lésung mit Wasser verdiinnt und in den folgenden 
sechs Konzentrationen balloelektrisch untersucht: 0,0179°/,, 
0,0715°/,, 0,143°/,, 0,859°/,. 0,718°/, und 1,79°/, Eiweif. 
Dieselben sind auf den Fig. 2 und 3 als Nr. 1—6 markiert. 

Als Siure wurde Schwefelsiure gewihlt, weil diese Siiure 
zu den Wasserstoffionenkonzentrations-Bestimmungen auf dem 
Carlsberg Laboratorium benutzt worden war. 

Die Resultate sind in der Tabelle 2 und auf den Fig. 2—3 
aufgezeichnet. Die Ordinate gibt die Balloelektrizitét an, die 
Abscisse die Schwefelsiiurekonzentration. Die EKinheit der 
Abscisse ist in Fig. 3 50mal kleiner als in Fig. 2, um die 
Zeichnung der Kurven 4—6 in voller Ausdehnung zu erlauben. 

Die Tabelle 2 und die Figuren 2—3 zeigen, dai} alle sechs 
Kurven ein deutliches Minimum haben, aber dieses Minimum 
zeigt nur fiir die vier am wenigsten konzentrierten Lésungen 
balloelektrisch negative Werte. Die am niedrigsten gelegene 
Kurve ist Nr. 2 (0,0715 °/, Hiweif}), die Kurven der héheren 
Kiweifikonzentrationen liegen entsprechend héher, aber auch 
Kurve Nr. 1, die der niedrigsten Eiweifikonzentration von 
allen (0,0179 °/,) entspricht, liegt héher als sowohl Kurve Nr. 2 
wie 3. Dies Verhalten ist bei balloelektrischen Versuchen 
nicht selten: Hohe Konzentrationen des betreffenden Stoffes 
geben flache Kurven, sehr verdiinnte auch, indem sie sich dem 
Verhalten des reinen Wassers nihern; die am meisten charak- 
teristischen Ballogramme geben die dazwischenliegenden Kon- 
zentrationen. 

Die hier namentlich interessierende Frage war indessen, 
ob der erste Schnittpunkt mit der Nullinie, der ja bei den 
vorliufigen Versuchen mit Serumalbumin als der vermutliche 
isoelektrische Punkt diskutiert worden ist, bei derselben Saure- 
konzentration fiir die verschiedenen Eiweifkonzentrationen lag. 
Die Kurven 1—® (Fig. 2) zeigen nun in der Tat diese Higen- 
tiimlichkeit. Obgleich die Eiweifikonzentrationen Sfach vari- 
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ieren (von 0,0179 bis 0,143), liegen doch die erwahnten Schnitt- 
punkte sehr nahe beisammen, nimlich bei 10,4-10~-°, 10,4- 10-5 
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und 9,2-10-°n H,SO,. Was die iibrigen drei Kurven (Nr. 4 
bis 6) betrifft, so liegt der Schnittpunkt der Kurve 4 zwi- 
schen 0 und 25-10-°, kann aber mangels an Bestimmungen 
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nicht niher angegeben werden, und Kurven 5 und 6 schneiden 
die Abscissenachse iiberhaupt nicht. 

Das zweite charakteristische Kennzeichen des isoelektri- 
schen Punktes besteht darin, daf} er fiir verschiedene Eiweib- 
konzentrationen bei derselben Wasserstoffionenkonzentration 
liegt. Wir haben nicht selbst die Untersuchung der Wasser- 
stoffionenkonzentrationen dieser Liésungen vorgenommen, es 
war aber méglich auf Grund der auf dem Carlsberg Labo- 
ratorium ausgefihrten Messungen der Wasserstoffionen- 
konzentrationen entsprechender (aber salzreicherer) Lésungen, 
dieselbe einiger unserer Lisungen graphisch, wenn nicht genau, 
so doch ungefaihr zu bestimmen. Die in dieser Weise mit An- 
niherung gefundenen Werte fiir p,, finden sich in der Tabelle 2. 

Ks ergibt sich daraus, daf der erste Schnittpunkt der 
Kurven mit der Abscissenachse fiir 0,0715 °/, Eiweif in der 
Nihe von p, = 4,77 liegt, fiir 0,143 °/, Eiweifs zwischen 4,7 
und 4,85 und fir 0,359 °/, Kiweif} zwischen 4,69 und 4,92. 

S. P. L. Sérensen’) hat auf anderem Wege gefunden, 
daf} der isoelektrische Punkt des reinen Eieralbumins bei p,, 
= 4,803 liegt, und auch die zweite Hauptbedingung, die der 
isoelektrische Punkt erfiillen muf, scheint demnach von dem 
ersten Schnittpunkt erfiillt zu sein. 

Die Méglichkeit, daf} der isoelektrische Punkt amphoterer 
Stoffe unter gewissen Bedingungen (starke Verdiinnung und 
absolute Reinheit der Liésungen) balloelektrisch neutral wire, 
— d.h. daf amphotere Stoffe bei der Siurekonzentration ihres 
isoelektrischen Punktes wahrend des Spritzens ebensoviele 
positive wie negative Elektrizititstriger erzeugen —, war, an- 
gesichts der noch unbekannten Theorie der Balloelektrizitit, 
so interessant, daf} wir es fiir zweckmifiig hielten, auch Amino- 
siuren nach diesem Gesichtspunkte zu untersuchen. Die Lage 
des isoelektrischen Punktes ist bei vielen Aminosiéuren bekannt 
und es war daher zu erwarten, dafi wir bei gleichzeitigen 
Wasserstoffionenkonzentrations- und Balloelektrizitits-Bestim- 
mungen interessante Resultate erlangen kiénnten. 





1) Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriet Bd. 12 (1915—17). 
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Es zeigte sich indessen, dafi grofie und kaum ganz iiber- 
windliche technische Schwierigkeiten mit solchen Unter- 
suchungen verbunden waren, weil Lisungen von Aminosduren 
durch winzige Spuren von Unreinheiten balloelektrisch sehr 
veranderlich waren: Beispielsweise steigt der balloelektrische 
Ausschlag einer normalen Liésung von Glycin durch einfache 
Beriihrung mit reinem Filtrierpapier von 5,5 auf 12,5. Diese 
Lésungen verhielten sich also ganz wie C. Christiansen’) 
es friiher beim Wasser — das ja auch als ein amphoterer 
Stoff aufgefaBt werden mu — nachgewiesen hat: Die Ballo- 
elektrizitiit von Leitfaihigkeitswasser inderte sich (unter gleichen 
Versuchsbedingungen wie oben fiir Glycin) von 11,5 auf 20, 
Kine Lésung von "/,, NaCl hingegen gab — wie Salzliésungen 
iiberhaupt — sowohl vor wie nach Beriihrung mit Filtrier- 
papier ganz denselben balloelektrischen Ausschlag. 

Weiter muBten wir dig folgenden Fehlerquellen in Be- 
tracht ziehen: 1. die Kohlensiure der Luft, 2. die Glasalkalien, 
3. das fiir die Darstellung der Lésungen anzuwendende Wasser. 

Es spielte niimlich eine sehr grofe Rolle, ob die Lésungen 
mit gewohnlichem destillierten Wasser, mit kohlensdéurefreiem 
destillierten Wasser oder mit ganz reinem Leitfaihigkeitswasser 
zubereitet worden waren, und aufierdem zeigte es sich, dab 
sowohl Balloelektrizitait wie Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésungen sich beim Stehen in gewdéhnlichen Reagensglisern 
iinderten, wihrend solche von Jenaglas die Lésungen nicht 
beeinfluBten. 

Bevor wir iiber diese Fehlerquellen Klarheit hatten, 
mubten wir eine grofje Menge Versuche kassieren, und die 
hier verédffentlichten sind alle mit den nun zu erwahnenden 
VorsichtsmaBregeln ausgefiihrt worden. 

Bei der Lésung der reinen Stoffe wurde nie Filtrierpapier 
angewandt und das Wasser wurde zweimal destilliert, erstens 
mit Schwefelsiure und Kaliumpermanganat, danach mit Baryt- 
lauge und durch Silberrdhre im Kiihler. Es wurde dann auf- 
gekocht und in dampfgereinigten Jenakolben mit zugehérigen 


1) C. Christiansen, Annal. der Physik [4] Bd. 40, S, 111 (1918). 
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Biiretten aus Jenaglas kohlensiurefrei aufbewahrt. Die Leit- 
fahigkeit dieses Wassers war 1-10-°. 

Alle Mefikolben, Pipetten usw., die bei der Darstellung 
und Aufbewahrung der Liésungen zur Verwendung kamen, 
waren aus Jenaglas. 

Fiir die balloelektrischen Versuche konstruierte C. Chri- 
stiansen ein besonderes kleines Ballometer, vollstindig aus 
Jenaglas und Platin bestehend und so eingerichtet, daf} die- 
selbe Liésung wihrend der Untersuchung stindig im Apparat 
zirkulierte und nachher auf Wasserstoffionenkonzentration 
untersucht werden konnte. Bei den gewodhnlichen Ballometern 
geht nimlich die Lésung verloren; es war aber angesichts der 
erwihnten Fehlerquellen von der gréfiten Bedeutung, dafi beide 
Bestimmungen (auf Balloelektrizitét und Wasserstoffionen- 
konzentration) an derselben Lésung ausgefiihrt werden konnten. 

Fig. 4 zeigt den Apparat. Er war folgendermafien ein- 
gerichtet: a ist das Spritzrohr, das in den gréeren Behialter 
B — der die mit dem Quadrantenelektrometer verbundene 
Platinplatte p enthalt — eingeschmolzen ist. S ist der Schorn- 
stein, durch den die abgespaltenen Elektrizititstriger ent- 
weichen. Durch das Rohr b wird die zu untersuchende Lisung 
von dem durch a passierenden Luftstrom aufgesaugt und nach 
dem Spritzen gegen die Platinplatte trépft sie wieder durch 
das Rohr e zuriick. 

Das Reagensglas R ist aus Jenaglas und enthilt 10 ccm 
der zu untersuchenden Lésung. Kurze Zeit nach der ballo- 
elektrischen Untersuchung wurde dic kolorimetrische Wasser- 
stoffionenkonzentrations-Bestimmung ad modum §. P. L. Séren- 
sen vorgenommen. 

Eine elektrometrische Wasserstoffionenkonzentrations- 
Bestimmung war wegen der minimalen Leitfaihigkeit der Lé- 
sungen unméglich auszufiihren, und es war auch nicht ratsam, 
Puffer oder Salze zuzusetzen, weil diese die Balloelektrizitat 
der Lésungen stark beeinflussen. 

Die Lésungen enthielten also — was wichtig zu erinnern 
ist — nur einen sehr verdiinnten Ampholyten und ganz ge- 
ringe Mengen von Sduren oder Basen. Es ist daher klar, dat} 
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bei der Arbeit die peinlichste Sorgfalt erforderlich war und 
dafi trotzdem Unregelmifiigkeiten in den Versuchsresultaten 
kaum zu vermeiden waren. 

Glycin wurde zuerst untersucht, wobei unsere Erwar- 
tungen insofern getiuscht wurden, als das Ballogramm von 
ganz anderem Charakter als das der Eiweifistoffe war. Es 
waren keine plétzlichen Schwingungen von positiver zu nega- 
tiver Balloelektrizitaét nachzuweisen und steigender Saiurezusatz 
gab nur eine allmihliche Herabsetzung der urspriinglichen 
positiven Balloelektrizitat des neutralen Glycins, ungefaihr wie 





























es fig. # 





bei Séurezusatz zu Wasser. Die Versuche wurden mit den 
folgenden Glycinverdiinnungen vorgenommen: ®/; 6595 ®/4093 "/1003 
n/,, und “/, und mit den folgenden Sauren: Salzsiure, Essig- 
siure, Phosphorséiure, Borsiure, aber es wurden keine Un- 
regelmafiigkeiten wahrgenommen. 

Alanin wurde in fiinf verschiedenen Konzentrationen 
und mit vier verschiedenen Séuren untersucht, verhielt sich 
aber ganz wie Glycin. 

@-Alanin erzeugte allein viel weniger Balloelektrizitat 
als Glycin und Alanin, und nach Zusatz von Saure oder Base 
wurde die entwickelte positive Balloelektrizitétsmenge noch 
kleiner. 
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a-Aminobuttersiure war das nichste Glied in der 
Reihe der neutralen Aminosiuren, und das Ballogramm dieses 
Stoffes ist, wie Fig. 5 zeigt, dem der Albuminstoffe sehr dhn- 
lich. Die Figur zeigt zwei Kurven, eine ziemlich ebene, die 
die balloelektrischen Ausschliige von 0,01 n Aminobuttersiure 
mit Zusatz von Salzsiure wiedergibt, und eine steilere, die die 
Ausschlige von Lésungen zeigen, die aufferdem 0,2 n Alkohol 
enthalten. Es wurde Alkohol zugesetzt, weil andere Unter- 
suchungen von C. Christiansen’) gezeigt haben, dab entgegen- 
gesetzt geladene Komplexe (hier positive und negative Amino- 
buttersiiure-Ionen) bei Zusatz von Alkohol eine erhéhte positive 
bzw. negative Balloelektrizitit zeigen. Es wiire also zu er- 
warten, dafs nach Alkoholzusatz erkannt werden konnte, ob 
die Lésung bei dem balloelektrischen Neutralpunkt zwei éhn- 
liche, aber verschieden geladene Komplexe —- was fir den 
isoelektrischen Punkt charakteristisch ist — enthielt, oder ob 
die Neutralitiit durch zufaillige Umstiinde bedingt wiire. Im 
ersten Falle lag die Vermutung nahe, dafi die Wirkung des 
Alkohols auf die zwei Komplexe gleich grof} und entgegen- 
gesetzt wire, so dal} die Alkoholkurve einen Neutralpunkt an 
derselben Stelle wie die alkoholfreie Kurve zeigte; im zweiten 
Falle miifite der Alkoholzusatz eine deutliche positive oder 
negative Wirkung auch im Neutralpunkte der alkoholfreien 
Lésungen hervorbringen. Beispiele zum letzten Fall: 1. Hine 
Lésung von ®/,;, NaCl in Wasser ist balloelektrisch neutral; 
Zusatz von Alkohol bewirkt einen grofien positiven Ausschlag. 
2. Das Ballogramm von 0,002 n Leucin mit Salzsiiure (siehe 
Vig. 6) schneidet die Nullinie zum zweiten Male bei py = 3,3. 
Zusatz von Alkohol zu dieser Lésung gibt einen grofen nega- 
tiven Ausschlag. 

Wenden wir wieder unsere Aufmerksamkeit der «-Amino- 
buttersiure zu, dann sehen wir aus der Fig. 5, daf} sowohl 
die alkoholfreie wie die alkoholhaltige Kurve von 0,01 n 
Aminobuttersiiure die Nullinie bei py = 4,6 schneiden. Die 
Tabelle 5 zeigt auch die Resultate fiir drei andere Konzen- 


1) C, Christiansen, Annalen der Physik [4] Bd. 51, 8. 530 (1916). 
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trationen. Fiir 0,015 n Aminobuttersiure schneidet die alkohol- 
freie Kurve die Nullinie bei py = 5, die entsprechende alkohol- 
haltige Kurve bei py = 4,9. Fiir 0,005 n Aminobuttersaure 
schneidet die alkoholfreie Kurve die Nullinie bei p,, = 4,3, die 
alkoholhaltige bei p,, = 4,15. Die 0,002 n Aminobuttersiiure ist 
schon so stark verdiinnt, daf} sie sich sowohl mit wie ohne 
Alkohol ungefiihr wie Wasser verhilt, d. h. die Balloelektrizitit 
sinkt langsam unter Zusatz von Siure und niahert sich erst 
bei hoher Aciditit der Nullinie. 












































Es ist interessant, diese 0,002 n Aminobuttersiure mit 
dem spiiter ervyaihnten 0,002 n Leucin zu vergleichen. Leucin 
gibt auch in dieser grofien Verdiinnung ein schénes charak- 
teristisches Ballogramm (Fig. 6) mit zwei Schnittpunkten der 
Kurve mit der Abscissenachse, wihrend das Ballogramm der 
Aminobuttersiure bei derselben Verdiinnung wie eben erwahnt 
demselben des reinen Wassers ganz ahnlich ist. Dieses yer- 
schiedene Verhalten deutet an, daf} die Balloelektrizitit jedes 
einzelnen Molekiilkomplexes fiir Leucin viel gréGer als ‘fiir 
Aminobuttersiiure sein muff; bei der letzteren ist die Ballo- 
elektrizitit so gering, dafs die positive Balloelektrizitait des 
reinen Wassers eine stérende Rolle spielen ‘kann und wahr- 
scheinlich die Ursache dazu ist, daB der erste Schnittpunkt 
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der Kurven mit der Nullinie fiir die verschiedenen Konzen- 
trationen bei etwas verschiedenen Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen liegen (p, = 4,2 bis 5,0). Daf es sich trotzdem um 
den isoelektrischen Punkt handelt, ist aus dem Grunde wahr- 
scheinlich, weil die Schnittpunkte der alkoholfreien und alkohol- 
haltigen Ballogramme mit der Nullinie ganz oder nahezu 
zusammenfallen. 

Auch Amino-iso-Buttersiure wurde (in den Konzen- 
trationen 0,015 und 0,01n) mit Salzsiurezusatz und mit und 
ohne Alkohol untersucht. Die Kurven waren denen der 
a-Aminobuttersiure sehr ihnlich. Die Schnittpunkte mit 
der Nullinie lagen fiir 0,015 n Amino-iso-Buttersiure bei 
Py = 4,8 sowohl mit wie ohne Alkoholzusatz und fir 0,01 n 
bei p,, = 5 ohne, bei py = 4,7 mit Alkoholzusatz. 

Die Aminosiure mit 5 Kohlenstoffatomen, die Amino- 
valeriansiure hatten wir in der normalen a-Form nicht 
zur Verfiigung. Dagegen haben wir mit «-Amino-iso-Valerian- 
siure und mit 6-Aminovaleriansiure einige Versuche aus- 
geflihrt. Die erste von diesen Aminosiuren zeigte Ballo- 
gramme, die denen der Aminobuttersiuren sehr dhnlich 
waren (Schnittpunkt bei p, = 4,2 fiir 0,01 n und bei p, = 4,4 
fiir 0,015 n). Die Versuche mit 6-Aminovaleriansiure gaben 
das iiberraschende Resultat, dafi die Kurve ganz umgekehrt 
war: Die reine Ampholytlésung war negativ statt positiv, 
und bei Siiurezusatz wurde sie balloelektrisch positiv statt 
negativ. Der Schnittpunkt lag bei p, = 6,5 sowohl mit wie 
ohne Alkohol fiir die Konzentration 0,01 n. 

Von den Aminosiiuren mit 6 Kohlenstoffatomen hatten 
wir sowohl n-Leucin wie auch das gewdéhnliche Leucin 
zur Verfiigung. Sie gaben ganz dhnliche Kurven, und wir 
hahen daher, weil wir nur iiber eine sehr geringe Menge von 
n-Leucin disponierten, fiir die folgenden Versuche das gewéhn- 
liche Leucin benutzt, wovon uns so viel zur Verfiigung stand, 
dafi wir es durch wiederholte Umkristallisationen reinigen 
konnten. Die Reinheit wurde mittels Schmelzpunktbestim- 
mungen kontrolliert. 

Fig. 6 (mit der Tabelle 4) zeigt die Ballogramme fiir 
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0,002 n Leucin mit Zusatz von Salzséiure oder Natronlauge. 
Bei der steil verlaufenden Kurve war aufierdem 0,2 n Alkohol 
in der Lésung vorhanden. 

Man sieht aus der Figur, dafi} beide Kurven die Nullinie 
in demselben Punkte schneiden, namlich bei py = 5,3. Bei 
einer anderen Versuchsreihe mit 0,02n Leucin lag der Schnitt- 
punkt bei pg = 5,1. Versuche mit 5 anderen Leucinkon- 
zentrationen gaben die folgenden Resultate betreffs der Lage 
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des Schnittpunktes: 0,04n Leucin, py = 5,05; 0,02 n Leucin, 
Py = 5,05; 0,015 n Leucin, py = 5,15; 0,01n Leucin zeigte 
in emer Versuchsreihe py = 5, in einer anderen py = 5,1. 
In einer Versuchsreihe, wo statt Salzsiiure Phosphorsaure 
benutzt wurde, lag fiir 0,01 n Leucin der Neutralpunkt bei 
Pr = 5,13. 

Wenn Leucin mit Saéure oder Base genau gesiittigt ist, 
zeigen die Liésungen gleich grofe, aber entgegengesetzte Ballo- 
elektrizitét. "/,,,-Leucin mit "/,,,-HCl gab z. B. den Aus- 


schlag +13,4, und »/,,,-Leucin mit "/,,.-NaOH —13,4. Bei 
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Tabelle 4. 0,002 n Leucin. 
nue wae a Mea ‘i ee 
| ohne Alkohol | 0 a ohne Alkohol |, ~ ais 
10¢- Cyc] Ball. | pq i Ball. | py |10*-Cnaon| Ball. | py | Ball. ! py 
| | | 
0 | 194) 62 | 41,5) 6,2 0,5 17 | 7,45] 43 | 7,45 
02 | 7,5 55 | 28] 55 1 16,6; 7,9 || 47,5) 7,9 
03 | 04) 54 | 7,8) 5,5 2 14,4/ 84 | 48 | 84 
04 | —1,6) 5,2 |—22 | 5,2 3 128) 875 || 49 | &55 
0,6 || —7,5) 5,15 |—19 | 5,2 4 10 | 885] 48 | 88 
0,8 || —9,7; 45 |—984) 455) 10 | 22] 916] 47 | 916 
1 10,3! 4,45 |—29,8) 4,45] 20 || —4,7) 9,68!) 48 | 9.6 
1,5  |—10,8) 4 ||—28,5) 4 50 —7,8| >10]] 33,5 />10 
6 || —2,5] 3,53 |—24 | 3,53] 100 =5 | 27 
# | —0,3} 3,387 || —21 | 3,37] 500 | —1,5} 31,2 
10 =| «1,6; 3,22 |—17 | 3,22) | | | 























Alkoholzusatz (0,5 n Alkohol) wurden beide Salze stark posi- 
tiv balloelektrisch. 

Vier Versuchsreihen mit 0,002 n Leucin und steigenden 
Salzsiurekonzentrationen wurden unter Zusatz von verschie- 
denen — fiir jede Versuchsreihe konstanten — Natrium- 
chloridmengen ausgefiihrt. Je mehr Salz, je niedriger verlief 
die Kurve, aber der Neutralpunkt blieb unverindert. Fiir 
einen Zusatz von 0,001 n NaCl war der héchste Punkt der 
Kurve 7 (ohne Salzzusatz: 19,4) und p,, bei dem Schnittpunkte: 
5,1. Fiir den Zusatz 0,002 n NaCl war der héchste Punkt 
der Kurve 3,6, der Schnittpunkt bei py = 5,1. Fir den Zu- 
satz 0,004 n NaCl war der héchste Punkt 2,6, der Schnitt- 
punkt py = 5,15. Fir den Zusatz 0,61n NaCl war der 
héchste Punkt des Ballogramms 0,9, der Schnittpunkt lag 
bel py = 5,2. 

Der isoelektrische Punkt des Leucins liegt bei py, = 6,06°), 
wihrend der hier erwahnte Punkt bei p, = ec. 5,2 ge- 
legen ist. Nichtsdestoweniger handelt es sich hier wahr- 
scheinlich auch um den isoelektrischen Punkt. Dieser Schnitt- 
punkt ist namlich fiir Leucin absolut charakteristisch, da er 


) Zeitschr. f. physikalische Chemie Bd. 54, 8. 532 (1906). 
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fiir verschiedene Leucinkonzentrationen und _ verschiedene 
Siuren und auch bei Zusatz von Alkohol oder Salz dieselbe 
Lage hat. Weiter haben die Lésungen auf beiden Seiten 
dieses Punktes entgegengesetzte elektrische Eigenschaften. 
Der Grund dafiir, daf der p, des Schnittpunktes bei 5,2 statt 6 
liegt, kénnte vielleicht darin liegen, daf} der Zusatz des In- 
dikatortrépfchens eine konstante Anderung in der Wasser- 
stoffionenkonzentration der Lésungen hervorbrachte, weil ja 
diese stark verdiinnt sind und gar keine Puffern enthalten. 

Von anders konstituierten Aminosiuren wurden folgende 
untersucht: 

Phenylalanin wurde in der Konzentration 0,01 n mit 
Salzsiiure untersucht. Die Kurve zeigte einen ihnlichen Ver- 
lauf wie die des Leucins. Der _ ,isoelektrische Punkt‘ lag 
bei py = 4,33 (theoretisch: 4,5) '). 

Kakodylsiure gab in 0,01 n Lésung mit Salzsiure 
einen ,isoelektrischen Punkt‘ bei py, = 3,85 (theoretisch 
Py = 3,97). Das Ballogramm zeigte verschiedene Eigentiim- 
lichkeiten, die weitere Untersuchung verdienen. Namentlich 
verdient die Tatsache Aufmerksamkeit, da Alkoholzusatz 
sowohl vor wie nach dem ,isoelektrischen Punkt‘ positiven 
Ausschlag verursachte. Ein Minimum des Alkohol-Ballo- 
gramms lag bei py = 3,85. 

Theobromin wurde in 8 Konzentrationen untersucht, 
nimlich 0,0017, 0,005 und 0,01n. Fiir alle 8 Konzentrationen 
lag der ,isoelektrische Punkt* bei Salzsiurezusatz bei py = 4,09, 
d. h. ziemlich weit von dem theoretischen py dieses Punktes 
(5,2), aber sehr nahe bei dem von L. Michaélis und H. Da- 
vidsohn*) gefundenen Kristallisationsoptimum fiir Theo- 
bromin (bei p, = 4). Alkoholzusatz gab ganz wie bei Kako- 
dylsiure positiven Ausschlag sowohl vor wie nach dem 
Schnittpunkte der alkoholfreien Kurve. Fir alle 3 Theo- 
brominkonzentrationen zeigten die Alkohol-Ballogramme ein 
Minimum bei py, = 4. 





') Biochem. Zeitschr. Bd. 47, S. 250 (1912). 
*) Zeitschr. f. physikalische Chemie Bd. 54, 58. 532 (1906). 
3) Biochem, Zeitschr. Bd. 30, S. 143 (1910). 
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Theophyllin wurde in den Konzentrationen 0,01 und 
0,005n untersucht und zeigte ganz wie Theobromin einen 
,isoelektrischen Punkt* der alkoholfreien Kurven bei p, = 4 
und ein positiv gelegenes Minimum der Alkohol-Ballogramme 
auch bei py = 4. 

0,01ln Asparaginsidure, 0,01ln Glutaminsidure, 
0,025n a-Amino-Adiphinsiure und 0,025n Lysin- 
chlorid wurden untersucht, gaben aber gar keinen ballo- 
elektrischen Ausschlag. 

0,01n Asparagin, 0,01n Serin und 0,01n «-Amino- 
6-oxy-Valeriansiure gaben Ballogramme, die denen 
von Glycin oder Alanin sehr ahnlich waren. 

Acetoxim endlich zeigte sehr eigentiimliche _ ballo- 
elektrische Verhiltnisse, die mit den Ballogrammen der iibrigen 
hier erwahnten Stoffe nichts gemeinsam hatten. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Das wichtigste Resultat dieser Untersuchungen ist, daf 
der isoelektrische Punkt einiger Ampholyten (z. B. Albumin, 
Leucin etc.) auch iso-balloelektrisch ist, d.h. dal die be- 
treffende Lisung bei der Wasserstoffionenkonzentration des 
isoelektrischen Punktes gleich viele positive und negative Elek- 
trizititstriiger beim Spritzen an die Luft abgeben., 

Andere Ampholyte dagegen (z. B. Glycin, Alanin) zeigen 
keinen iso-balloelektrischen Punkt. 

Man muf} daher annehmen, da einige Ampholytionen 
balloelektrisch wirksam sind, andere dagegen nicht, und es 
ist wahrscheinlich, dafs dieser Unterschied mit der Hydra- 
tisation der Ionen Zusammenhang hat: Erstens geht es 
nimlich aus friiheren Untersuchungen hervor'), daf die 
Hydratisierung von Alkoholen und Fettsiuren eigentiimliche 
balloelektrische Kurven bedingen, und zweitens hat man aus 
den bekannten Untersuchungen W. Paulis erfahren, dafi Ei- 
weif} — fiir welches ja ein schéines Zusammenfallen des iso- 
elektrischen mit dem _ iso-balloelektrischen Punkten nach- 
gewiesen wurde — sehr stark hydratisierte Ionen hat. 


) Zeitschr. f, physikalische Chemie Bd, 92, S.257 (1917). 
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Wenn man annehmen darf, dal} diese Hydratisierung 
innerhalb derselben homologen Reihe mit dem Molekiilgewicht 
zunimmt — analog der Hydratbildung der Alkohole und Fett- 
siuren —, wird es verstandlich, daf} Glycin- und Alanin- 
Tonen balloelektrisch unwirksam sind, wahrend Aminobutter- 
siure, Aminovaleriansiure und Leucin iso-balloelektrische 
Punkte zeigen’). 


Nachschrift von Johanne Christiansen. 


Die Versuche dieser Abhandlung wurden schon 1914 von 
meinem Vater und mir gemeinsam ausgefiihrt. Die Arbeit 
wurde damals vorliufig beiseite gelegt, weil andere Aufgaben 
sich aufdraingten, durch welche wir hofften, auch iiber diese 
Versuche gréfiere Klarheit zu gewinnen. Weiter hoffte mein 
Vater an Hand des von ihm 1916—17 konstruierten Konden- 
sator-Ballometers die Versuche mit den Ampholyten auf 
breiterer Basis spiter wieder aufnehmen zu kénnen. Durch 
den Tod meines Vaters 1917 wurde die Ausfiihrung dieser 
Plaine gehindert, und ich habe es daher als richtig angesehen, 
die Versuchsergebnisse von damals zusammenzustellen und 
mit kurzen Erliuterungen zu versehen. 

Obwohl unvollkommen und schwer zu erklaren, sind sie 
doch hoffentlich geniigend interessant, um andere Forscher zu 
weiteren hballoelektrischen Untersuchungen dieser Stoffe an- 
regen zu k6nnen. : 

Die Versuche sind im Institute fiir allgemeine Pathologie 
ausgefiihrt worden. Wir sind dem Leiter dieses Institutes, 
Professor C. J. Salomonsen, wie auch dem Leiter des 
Carlsberg Laboratoriums, Professor S. P. L. Sérensen, und 
Assistent S. Palitzsch zu grofem Dank verpflichtet. 


1) Fiir diese Diskussion bin natiirlich ich allein verantwortlich. 
Mein Vater war mit mir in der Auffassung des iso-balloelektrischen 
Punktes als der isoelektrische Punkt, wie auch in der Hydratbildung der 
Alkohole und Fettséuren ganz einig. Inwieweit er auch die Hydrati- 
sierung der Aminosaure-Jonen als Erklarung der Ballogramme annehmen 
wollte, weif ich dagegen nicht. Johanne Christiansen. 





Beitrige zur Kenntnis der reduzierenden Substanzen 
des Blutes. 


Vergleichende Bestimmungen des ,Blutzuckers* 
durch Reduktion, Polarisation und Giarung bei 
einigen Fallen von Diabetes und Nephritis. 
Von 


Wilhelm Stepp. 


(Aus der Medizinischen Universititsklinik zu GieLen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1919.) 


Untersuchungen iiber den sogenannten Restkohlenstoff des 
Blutes') von Diabetikern zwangen mich zu der Annahme, daf 
bei einem betrachtlichen Teil der Diabetesfalle das, was man 
bisher auf Grund von Reduktionsmethoden als Blutzucker an- 
zusprechen gewohnt war, nur zu einem Teil aus Glukose 
besteht, zum andern aus nichtzuckerartigen reduzierenden 
Verbindungen. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen habe 
ich nun das Drehungsvermégen der enteiweifiten Blutfiltrate 
bestimmt, nachdem die Phosphorwolframsiure mit Bleiacetat 
entfernt und das Filtrat auf '/, bis 4/,, der verwandten Blut- 
menge eingeengt war. Bei acht Diabetesfillen, die ich in dieser 
Weise untersuchte’), ergaben sich nun recht betrichtliche Unter- 
schiede zwischen Reduktions- und Polarisationswerten. Am 
gréBten war der Unterschied bei dem Falle mit dem héchsten 
, Blutzuckerwert‘, am geringsten bei den Fallen mit nur ge- 
ringer Hyperglykiimie; innerhalb der Fehlergrenzen lag er bei 


') Diese Zeitschr. Bd. 97, S. 213 (1916); ferner D. Archiv f. klin. 
Med. Bd. 124, S. 177 (1917); s. auch ebenda Bd. 120, S. 384 (1916); vergl. 
ferner Biochem. Zeitschr. Bd. 87, S. 135 (1918). 

*) Zentralbl. f. inn. Med, 1919, Nr. 24. 
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Wenn man annehmen darf, dai diese Hydratisierung 
innerhalb derselben homologen Reihe mit dem Molekiilgewicht 
zunimmt — analog der Hydratbildung der Alkohole und Fett- 
siuren —, wird es verstindlich, daf} Glycin- und Alanin- 
Ionen balloelektrisch unwirksam sind, wihrend Aminobutter- 
sdiure, Aminovaleriansiure und Leucin iso-balloelektrische 
Punkte zeigen’). 


Nachschrift von Johanne Christiansen. 


Die Versuche dieser Abhandlung wurden schon 1914 von 
meinem Vater und mir gemeinsam ausgefiihrt. Die Arbeit 
wurde damals vorlaufig beiseite gelegt, weil andere Aufgaben 
sich aufdraingten, durch welche wir hofften, auch iiber diese 
Versuche grifiere Klarheit zu gewinnen. Weiter hoffte mein 
Vater an Hand des von ihm 1916—17 konstruierten Konden- 
sator-Ballometers die Versuche mit den Ampholyten auf 
breiterer Basis spiter wieder aufnehmen zu kénnen. Durch 
den Tod meines Vaters 1917 wurde die Ausfiihrung dieser 
Plaine gehindert, und ich habe es daher als richtig angesehen, 
die Versuchsergebnisse von damals zusammenzustellen und 
mit kurzen Erlauterungen zu versehen. 

Obwohl unvollkommen und schwer zu erkliren, sind sie 
doch hoffentlich geniigend interessant, um andere Forscher zu 
weiteren balloelektrischen Untersuchungen dieser Stoffe an- 
regen zu kénnen. 

Die Versuche sind im Institute fiir allgemeine Pathologie 
ausgefiihrt worden. Wir sind dem Leiter dieses Institutes, 
Professor C. J. Salomonsen, wie auch dem Leiter des 
Carlsberg Laboratoriums, Professor S. P. L. Sérensen, und 
Assistent 8. Palitzsch zu grofiem Dank verpflichtet. 


1) Fiir diese Diskussion bin natiirlich ich allein verantwortlich. 
Mein Vater war mit mir in der Auffassung des iso-balloelektrischen 
Punktes als der isoelektrische Punkt, wie auch in der Hydratbildung der 
Alkohole und Fettsiéuren ganz einig. Inwieweit er auch die Hydrati- 
sierung der Aminosaure-Ionen als Erklarung der Ballogramme annehmen 
wollte, weif ich dagegen nicht. Johanne Christiansen. 








Beitrige zur Kenntnis der reduzierenden Substanzen 
des Blutes. 


Vergleichende Bestimmungen des ,Blutzuckers® 
durch Reduktion, Polarisation und Giarung bei 
einigen Fillen von Diabetes und Nephritis. 


Von 


Wilhelm Stepp. 


(Aus der Medizinischen Universititsklinik zu Giefen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1919,) 


Untersuchungen iiber den sogenannten Restkohlenstoff des 
Blutes') von Diabetikern zwangen mich zu der Annahme, daf 
bei einem betrachtlichen Teil der Diabetesfalle das, was man 
bisher auf Grund von Reduktionsmethoden als Blutzucker an- 
zusprechen gewohnt war, nur zu einem Teil aus Glukose 
hesteht, zum andern aus nichtzuckerartigen reduzierenden 
Verbindungen. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen habe 
ich nun das Drehungsvermégen der enteiweifiten Blutfiltrate 
bestimmt, nachdem die Phosphorwolframsiéure mit Bleiacetat 
entfernt und das Filtrat auf '/, bis '/,, der verwandten Blut- 
menge eingeengt war. Bei acht Diabetesfillen, die ich in dieser 
Weise untersuchte”), ergaben sich nun recht betrichtliche Unter- 
schiede zwischen Reduktions- und Polarisationswerten. Am 
grébten war der Unterschied bei dem Falle mit dem héchsten 
, Blutzuckerwert‘, am geringsten bei den Fallen mit nur ge- 
ringer Hyperglykiimie; innerhalb der Fehlergrenzen lag er bei 


1) Diese Zeitschr. Bd. 97, S. 213 (1916); ferner D. Archiv f. klin. 
Med. Bd. 124, S. 177 (1917); s. auch ebenda Bd. 120, S. 384 (1916); vergl. 
ferner Biochem. Zeitschr, Bd. 87, S. 135 (1918). 

*) Zentralbl. f. inn. Med, 1919, Nr: 24. 
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einem Fall von chronischer Nephritis, wo von einer nennenswerten 
Blutzuckererhéhung iiberhaupt nicht gesprochen werden konnte. 
Die Ergebnisse dieser Versuche liefien verschiedene Deutungen 
zu. Bei Abwesenheit von linksdrehenden Substanzen durfte 
man den gefundenen Polarisationswert mit gréSter Wahr- 
scheinlichkeit als den richtigen Blutzuckerwert ansprechen und 
annehmen, daf} neben Zucker noch andere nichtdrehende Stoffe 
vorhanden sind. Hatte man dagegen Grund zu der Annahme, 
daf} sich auch linksdrehende Kérper im Blut finden, so mufte 
die gefundene Rechtsdrehung der Glukose einen zu niedrigen 
Wert angeben. Nach den Untersuchungen von Griesbach 
und Strafjner’), die im Blut von Tieren sowie im Blut 
einiger Nierenkranker das Reduktions- und Polarisationsver- 
mégen nebeneinander bestimmten, brauchte man unter norma- 
len Verhiltnissen mit der Anwesenheit von linksdrehenden 
Substanzen nicht zu rechnen. Die Ubereinstimmung der mit 
den verschiedenen Methoden gewonnenen Werte war durch- 
aus befriedigend. 

Bei der weiteren Verfolgung der ganzen Frage gelang 
es mir nun, eine Reihe von neuen Feststellungen zu machen, 
iiber die ich im nachfolgenden berichten michte. 

Zunichst iiberzeugte ich mich davon, daf} man in sehr 
stark konzentrierten Blutfiltraten den Zucker durch Gairung 
quantitativ sehr gut bestimmen kann. Verarbeitet man 
z- B. 100 ccm Blut mit einem Reduktionswert von etwa 
0,16 °/, in der Weise, daf} man die Filtrate der Phosphor- 
wolframsiurefallung einengt bis zu einem Volumen von 10 cem, 
so miiite die Zuckerkonzentration des eingeengten Filtrats — 
vorausgesetzt, daf} der Reduktionswert wirklich Zucker an- 
zeigt — hier 1,6 °/, betragen. Wenn man also iiberhaupt 
den Traubenzucker durch Garung quantitativ genau bestimmen 
kann, so miifte das auch in solchen den Zucker in betracht- 
licher Konzentration enthaltenden Blutlésungen méglich sein. 

Durch einige Versuche mit dem Lohnsteinschen Pra- 
zisions-Garungssaccharimeter hatte ich mich sehr bald 





1) Diese Zeitschr. Bd. 88, S. 199 (1913). 
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davon iiberzeugt, daf} man damit sehr genaue Bestimmungen 
ausfiihren kann. Als ein ganz besonderer Vorzug erschien 
mir das Arbeiten mit den stark konzentrierten Lésungen. 
Kleine Fehler hatten hier nur geringe Bedeutung, da sie bei 
der Umrechnung von der hohen Konzentration, die manchmal 
das Zehnfache betrug, auf die Ausgangsblutmenge sich durch 
den entsprechenden Betrag dividierten. Eine Differenz in der 
zweiten Dezimale wiirde bei der Ausrechnung sich erst in 
der dritten Dezimale geltend machen. Wenn man bei dem oben 
genannten Beispiel bei zwei Kontrollbestimmungen im Garungs- 
apparat 1,65 und 1,6 °/, ablesen wiirde, so wiirden bei der 
Umrechnung auf 100 Blut sich Blutzuckerwerte von 0,165 
und 0,16°/, ergeben. Dasich an dem Lohnsteinschen Apparat 
gerade Werte zwischen 0 und 1,8 sehr genau ablesen lassen, 
so wiirde es keine Schwierigkeiten machen, Blutfiltrate, die 
eine héhere Konzentration haben, so weit zu verdiinnen, daf} der 
zur Ablesung kommende Wert in denjenigen Teil der Skala 
fallt, innerhalb dessen die Ablesung beinahe auf Hundertstel 
genau mdglich ist. Die Genauigkeit wird sehr erhéht durch 
Beriicksichtigung der Temperatur, wie das Lohnstein mittels 
einer von ihm aufgestellten Formel tut. Eventuell wird man 
auch den Barometerstand in Rechnung setzen miissen, was 
gleichfalls durch eine Formel geschehen kann. 

Was die zweite Schwierigkeit anlangt, nimlich die még- 
liche Anwesenheit von girungsstérenden Substanzen, so mufite 
natiirlich der bisher bei allen meinen Untersuchungen ange- 
wandte Zusatz von Natriumfluorid, das die Gerinnung ver- 
hindern sollte, unterbleiben. Statt dessen defibrinierte man 
einfach das Blut durch vorsichtiges Riihren mit einem Glas- 
stab wihrend des Einfliefsens in den Mefzylinder und setzte 
das Riihren noch so lange fort, bis das gesamte Fibrin sich 
am Glasstab niedergeschlagen hatte. Das Fehlen des Fibrins 
bzw. des Fibrinogens hatte nun fiir unsere Untersuchungen 
keine Bedeutung. Der einzige Kérper, der als stérend fiir die 
Gaérung in Frage kommen konnte, die Phosphorwolframsiure, 
la8t sich durch neutrales Bleiacetat mit gréfiter Leichtigkeit 
vollkommen quantitativ entfernen. Nach den Untersuchungen 
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Opplers') ist zur vollkommenen Enteiweifiung des etwa auf 
das 10—20fache mit Wasser verdiinnten Blutes 10°/, ige 
Phosphorwolframsiure in der gleichen bzw. anderthalbfachen 
Menge des verwandten Blutes ohne irgend einen anderen 
Zusatz vollkommen ausreichend. Die Entbleiung erfolgte 
durch mehrstiindiges Durchleiten von Schwefelwasserstoff, und 
ein weiteres Durchleiten von Luft entfernt auch diesen auf 
das vollkommenste. Auf diesen Punkt ist das allergréfte 
Gewicht zu legen, da Spuren von Schwefelwasserstoff die Giir- 
ung stark behindern kénnen. So hat man in den nun bei 38° 
im Vakuum zur Kinengung gelangenden Filtraten von fremden 
Kérpern nichts anderes mehr als die Essigsiure aus dem Blei- 
acetat. Um sicher zu sein, daf} von dem Blutzucker sich nichts 
zersetzt, kann man eine Spur freie Mineralsiure hinzufiigen 
(etwa einen Tropfen 25°/,iger Salzsiiure auf 100 ccm Fliissig- 
keit). Man engt nun bis auf 1—2 ccm ein, immer unter sorg- 
faltiger Beachtung, daf} die Wasserbadtemperatur nicht iiber 
40° hinaus steigt. Der Riickstand wird durch ein gehartetes 
Filter in ein geeichtes Mefkélbchen, bzw. einen Standzylinder 
iibergefiihrt, und nun das Destillationskélbchen sorgfiiltig 
4—5mal mit etwa 2 ccm Wasser ausgespiilt, bis man sicher 
ist, daf man alles heriiberbekommen hat. Wahrend des Uber- 
spiilens iiberzeuge man sich davon, daf} die Reaktion der ein- 
geengten Fliissigkeit sauer geblieben ist. Andernfalls wiirde 
man mit Verlusten rechnen miissen. Die so zur Polarisation 
fertige Fliissigkeit war meistens nur ganz schwach gelblich 
gefiirbt, aber immer vollkommen klar. Die Polarisation wurde 
in einem 189,4 mm langen Rohr mit einem von der Firma 
Schmidt und Haensch stammenden Halbschattenapparat 
vorgenommen. Sehr bewiéhrit hat sich mir zur Erzeugung 
einer hellen Natriumflamme das von C. Neuberg empfohlene 
Natriumnitrit an Stelle des Kochsalzes. Der einzige Nach- 
teil ist, daf} es infolge des raschen Verdampfens viel hiufiger 
erneuert werden muf als das Kochsalz. Dieser kleine Nach- 
teil wird aber durch die Vorteile des Arbeitens mit 





1 Diese Zeitschr. Bd. 64, S, 393 (1910.) 
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prachtvollem hellen Natriumlicht reichlich aufgewogen. Wer 
jemals Natriumnitrit zur Erzeugung einer Natriumflamme ver- 
wendet hat, wird meiner Meinung nach kaum wieder zum 
Kochsalz greifen. 

Bei unserem Arbeiten betrugen die Differenzen zwischen 
den einzelnen Ablesungen am Polarimeter — es wurde stets 
von 16 Ablesungen das Mittel genommen — meist nicht iiber 
+ 0,01—0,02°. 

Nach vorgenommener Polarisation wird die Fliissigkeit aus 
der Drehungsréhre entfernt, und die Girungsprobe sofort an- 
gesetzt. Da man hierfiir nur 0,5 ccm benétigt, kann man mit 
Leichtigkeit zwei Kontrollen anstellen. Als Hefe nahmen wir 
gewohnliche frische Backerhefe. Beziiglich der Einzelheiten, auf 
die bei der Ansetzung der Probe zu achten ist, sei auf die ver- 
schiedenen Handbiicher') verwiesen. Nur soviel sei hier an- 
gefiihrt, daf} die Temperatur des Raumes stets genau beriick- 
sichtigt wurde. Die Girung selbst wurde im Brutschrank bei 37 °C. 
vorgenommen. Nach 4 Stunden wurde das Réhrchen aus dem 
Brutschrank entfernt, bei Zimmertemperatur etwa eine Stunde 
stehen gelassen, dann wurde wieder die Temperatur des Kaumes 
notiert und schlieBlich der Stand der Quecksilbersiiule an 
der Skala abgelesen. Alsdann wurde die Temperaturkorrek- 
tur vorgenommen mittels der Lohnsteinschen Formel: 


on m 4 ee - Pss ($5—t), worin p,, und p,, die Ablesungen 


an den beiden fiir 20° und 35° C. geltenden Skalen 
und t die Temperatur bedeutet, bei der der Apparat gefiillt 
und auf die er nach Schlufi der Girung abgekiihlt wurde. 
Ks wurde im weiteren Verlauf der Untersuchungen stets gleich- 
zeitig mit zwei Apparaten gearbeitet, sodaf} jeder Wert durch 
eine Kontrollbestimmung gesichert ist. Ferner wurde jedes- 
mal durch blinde Versuche festgestellt, dafs die Hefe gir- 
fiihig ist und selbst keine girungsfiihigen Stoffe enthiilt. 
Wie genau die Girungswerte mit den durch Reduktion 
und Polarisation gefundenen tibereinstimmten, mégen die Hr- 


') Neuberg, Spaeth und andere. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVIL. 3 
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gebnisse der Untersuchungen von Liésungen reinen Trauben- 
zuckers zeigen. Es wurden in 3 Versuchen Lésungen von 
Traubenzucker etwa in den Konzentrationen 0,35°/,, 0,55°/, 
und 0,65°/, hergestellt. 


1. Versuch: Lésung von etwa 0,35 °/, Glukose. 
a) Pelion «wd wt we eo « OY 
jeri A 


2. Versuch: Liésung von etwa 0,55°/, Glukose. 


a) Reduktion nach Lehmann-Maquenne 0,535 °/, 
2 a eee ere ere a 
2 ee eee eee 


3. Versuch: Lésung von etwa 0,65°/, Glukose. 


a) Reduktion nach Lehmann-Maquenne 0,639°/, 
Oe eee eee eee eee ee 
aN See LO 


Wenn wir uns nun zur Bestimmung des Blutzuckers durch 
Giirung wenden, so mégen zuniichst die Ergebnisse der Polari- 
sation und Girung einander gegeniibergestellt werden. Beide 
Operationen wurden in ein und derselben Fliissigkeit, in dem 
auf ein kleines Volumen eingeengten Blutfiltrat, unmittelbar 
nacheinander vorgenommen. Das hat den grofen Vorteil, 
dafi irgendwelche Fehler durch Verluste von Zucker, wie 
man sie bei nicht ganz vorsichtigem Arbeiten wihrend des 
Hinengens gewirtigen mui, bei diesen parallelen Unter- 
suchungen nicht in Frage kommen. Die am Polarisations- 
apparat abgelesenen Werte werden durch die Ablesung an 
der Skala des Girungsréhrchens in der einfachsten Weise 
kontrolliert. 

Fiir die Berechnung der in der verarbeiteten Blutmenge 
enthaltenen Zuckermenge aus dem am Polarimeter abgelesenen 





1) Ebenso wie hier finden sich auch bei den weiter unten mitgeteil- 
ten Fallen die Girungswerte hiufig noch bis in die dritte Dezimale an- 
gegeben; diese ist selbstverstandlich nicht abgelesen, sondern bei der 
Berechnung aus der Lohnsteinschen Formel erhalten. 
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Prozentgehalt der enteiweifiten und eingeengten Fliissigkeit 
c+-z:l 
Z + 100 
worin ¢ den aliquoten eingeengten Teil, z den am Polarimeter 
abgelesenen Prozentgehalt an Zucker, 1 das Gesamtvolumen 
der Fliissigkeit (Blut + Wasser + die zur Enteiweifiung ver- 
wandte Fliissigkeit), Z den nicht eingeengten aliquoten Teil 
und x den Zuckergehalt in Milligrammen in der zur Unter- 
suchung entnommenen Blutmenge bedeutet. Diese von Oppler 
und Rona bei ihren Arbeiten mit der Eisenmethode zuerst 
benutzte Formel hat dann Oppler auch in seiner spiteren 
Arbeit, wo er die Enteiweifiung mit Phosphorwolframsiaure 
durchfiihrte, verwendet. Die durch Zufiigen des Bleiacetats 
zu dem Phosphorwolframsiurefiltrat auftretende Volumeninder- 
ung hat Oppler bei der Festsetzung des Volumens des ali- 
quoten Teils Z beriicksichtigt. Bequemer ist es, wenn man 
die Volumina nach dem Zusatz des Bleiacetats und nach dem 
Abfiltrieren des Schwefelbleis festsetzt und sie in die Formel 
einfiihrt, die dann folgendermafen aussieht: 


haben Oppler und Rona’) die Formel x = aufgestellt, 


z V(ges) | Vs 
100 V" V(end)’ 


worin die Buchstaben x, z und ¢ aus der Oppler-Ronaschen 
Formel beibehalten sind. 


Es bedeutet also: 


x den Zucker in mg in der verwandten Blutmenge, 
Z den gefundenen Polarisationswert in °/,, 
c das Volumen des eingeengten Blutfiltrats, 


V(ges.) das abgelesene Gesamtvolumen nach Zusatz der zur Verdiinnung 
verwandten Wassermenge und des Fallungsmittels zu der Aus- 


gangsblutmenge, 

V, das Volumen des zur weiteren Verarbeitung genommenen ali- 
quoten T'eils des Filtrats nach der Phosphorwolframsaurefallung, 

V. das Volumen nach dem Zusatz von Bleiacetat, 


V(end) das Volumen nach dem Abfiltrieren des Schwefelbleis, das zur 
Einengung gelangt. 


?) Bioch. Zeitschr. Bd. 13, S. 124 (1908). 
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In Tabelle I finden sich die Ergebnisse der Untersuchungen 
an Blut von einigen Diabetikern und Nephritikern, sowie an 
Rinderblut mitgeteilt. 


Tabelle I. 





Zucker in 


% 


im eingeengten Blut- 





Zucker in “/ 


ia 




















” wii filtrat im Blut 
re utart ee = 
Siccllilie tacai bestimmt durch 
Polarisation | Gteuns : Polarisation | aie 
i I Diabetiker Kr. 1,36 1,44 0,182 0,192 
2 Diabetiker Pe. 0,587 0,39 0,1278 0,1285 
° Diabetiker He. 0,61 0,595 0, 1459 0,1425 
4 Nephritis Si. 0,516 0,52 0,071 0,0715 
5 Nephritis Ho. 0,65 0,704 0,0982 0.1063 
~ ~— 0,0998 
(be Entei- 
webu g 
wach 
Schenck) 
6a Rind a 0,36 0,379 0,048 0,05 
6b Rind b 0,67 0,664 0,052 0,051 
Der Protokollauszug zu Tabelle I findet sich am Schlusse der Arbeit. 


: Die Ubereinstimmung der fiir die untersuchten Blutproben 
erhaltenen Polarisations- und Girungswerte ist iiberraschend 


gut und beweist, dab die direkte Bestimmung des Trauben- 


f zuckers im Blut durch Giirung sehr gut méglich ist. 
zwar durch die Untersuchun-en von Neuberg und Ishida!) 


Ks ist 


das Vorkommen einer ,zuckerfreien Hefegirung*’ erwiesen 
| worden, wodurch streng genommen der quantitative Zucker- 


nachweis an Genauigkeit verlieren wiirde; doch kénnte es 


sich bei der Vergirung von nicht den Zuckern aneehérenden 
Substanzen im Blute nur um ganz kleine Mengen handeln, 


die quantitativ kaum ins Gewicht fallen wiirden. 


Wir diirfer 


bei der guten Ubereinstimmung von Drehungs- und Girungs- 
werten also annehmen, daf} sie uns den wahren Traubenzucker- 
gehalt des Blutes anzeigen. 

Wie bedeutungsvol! die Ubereinstimmung zwischen den Er- 





1) Biochem. Zeitschr. Bd. 37, S. 142 (1911). 


geebnissen der Polarisation und der Gérung fiir die Blutzucker- 
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frage ist, tritt ganz besonders hervor, wenn man ihnen die durch 
Reduktion gewonnenen Zahlen gegeniiberstellt (vergl. Tab. II). 
Tabelle II. 

















Blutzuckergehalt in of, 
bestimmt durch 
Nr. Blatart isles to-eniteatnanableatandaallas oe 
Reduktion 
! Polarisation, Girung 
Bertrand Maquenne | | 
| 
1 Diabetes Kr. 0.228 | 0,223 | 0,182 | 0,192 
2 Diabetes Pe. 0.269 | 0,272 | 0,1278 U,1285 
3 Diabetes He. 0238 }; — | 01459 0,142 
4 Nephritis Si. 0,167 0,157 {| O,O71 | 0,0715 
5 Nephritis Ho. 0,137 | 0,186 | 0,0982 | 9,1063 
6 Rinderblut a Se | 0,048 | 0,05 


Die Unterschiede zwischen Reduktion einerseits und Po- 
Jarisation und Giirung andererseits sind hier, ebenso wie in den 
an anderer Stelle mitgeteilten Fallen’), recht grofi, und zwar 
liegen wiederum die Reduktionswerte zuoberst. Bei Fall 
2, 4-und 5 betragen die Reduktionswerte mehr als 
das Doppelte der Polarisations- und Giarungswerte! 
Durch diese Befunde erhilt die Vorstellung, daf} in allen den 
untersuchten Fillen die Reduktion nur zum Teil auf Trauben- 
zucker zu beziehen ist, eine neue Stiitze. Uberall da, wo Polari- 
sation und Girung so gut iibereinstimmen, muf} man annehmen, 
daf} die andern (nicht zuckerartigen) reduzierenden Substanzen 
die Ebene des polarisierten Lichts nicht zu drehen vermégen 
und daf} somit linksdrehende Substanzen nicht zugegen sind. 

Ks haben sich nun im Laufe der weiteren Untersuchungen 
gewisse Anhaltspunkte dafiir ergeben, welcher Art die frag- 
lichen Korper sind. Wie bei meinen friiheren Untersuchungen?), 
hatte ich auch bei den hier mitgeteilten anfangs die Bestim- 
mungen durch Reduktion in einem Teil des nicht eingeengten 
Filtrats der Phosphorwolframsiurefaillung ausgefihrt. Erst 
spiter ging ich dazu iiber, auch in der zur Polarisation be- 


) 1. «. Zentralbl. f. inn. Med. Hier waren allerdings nur Reduktion 


und Polarisation miteinander verglichen worden. 
*) 1, ec. Zentralbl. f. inn. Med, 
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nutzten, stark eingeengten Lisung gleichzeitig mit der Girungs- 
probe noch eine Analyse mit der Maquenneschen bzw. Ber- 
trandschen Methode auszufiihren. Ich war auferordentlich 
erstaunt, als sich in einem Teil der in dieser Weise unter- 
suchten Fille bei der Berechnung des prozentualen Blutzucker- 
gehalts aus dem eingeengten Filtrat wesentlich niedrigere Werte 
ergaben als aus dem nicht eingeengten. Der erste Gedanke 
war natiirlich der, daf} Zucker verloren gegangen wire. Das 
konnte aber nicht gut méglich sein. Denn erstens war pein- 
lich darauf geachtet worden, dafi die Reaktion wihrend der 
ganzen Einengungsprozedur deutlich sauer war und daf} die 
Temperatur des Wasserbades 40° nie iiberstieg. Sodann hiitte 
man erwarten miissen, dafi, wenn Zucker verloren gegangen 
wiire, bei lingerem Stehen der eingeengten Lisungen noci: 
eine weitere Abnahme des Zuckergehalts sich gezeigt hiitte. 
Das war aber in besonders darauf gerichteten Versuchen nicht 
der Fall. Sehr deutlich geht das aus dem folgenden Versuch 
hervor: 

80 ccm Blut eines. Diabetikers werden mit Phosphorwolframsiure 
gefallt. Gesamtvolumen 1000 [V(ges.)}, V, == 865, V, == 885, V(end) — 865, 
c= 10. 

Am 14. 1V. 19 wird die Polarisation vorgenommen, das Mittel aus 
16 Ablesungen betrigt 1,26°/,. 

Am 26. IV. 19 wird wiederum polarisiert; es wird wiederum ein 
Wert von 1,26°/, festgestellt. 

Am 5. V.19 hatte Herr Professor Embden-Frankfurt die Freuni- 
lichkeit, in seinem Institut die Drehung der gleichen Fliissigkeit zu be- 
stimmen. Der von ihm festgestellte Wert betrug 1,28°/,, ein Ergebnis, 
das als sehr giinstig zu bezeichnen ist, zumal die Ablesung mit einem 
anderen Apparat vorgenommen wurde. 

In dieser Fliissigkeit hat also bestimmt innerhalb von drei 
Wochen keine Zuckerzerstérung stattgefunden, und es besteht 
auch nicht der geringste Anhaltspunkt fiir die Annahme, dal 
hier etwa vorher Zucker verloren gegangen sein sollte. 

Ich habe daher in einer Reihe von Fallen, zumeist bei 
Diabetikern, ganz regelmibig die Reduktion einmal in dem 
nicht eingeengten Filtrat sofort nach der Phosphorwolfram- 
siurefillung, dann in dem bis auf einen kleinen Bruchteil 
(etwa '/,—'/,,) des urspriinglichen Blutvolumens eingeengten 
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Blutfiltrat untersucht. In der folgenden Tabelle finden sich 
ein paar solcher Fille zusammengestellt’). In ihr sind gleich- 
zeitig neben den Reduktionswerten auch die Polarisationszahlen 


aufgefiihrt. 
Tabelle IIT. 








Zucker in °/o im Blut ermittelt 























Nr.| Blutart aus dem nicht ein- aus dem stark eingeengten 
geengten Blutfiltrat Blutfiltrat 
Bertrand Maquenne ~ Bertrand 3 Maquenne | Polat isation 
| | | 
1 | Diabetes St. 03 | — 0,217 | 0,224 | 06,186*) 
2 | Diabetes Kr.} 0,228 | 0,223 0,197 | 0,196 | 0,182 
i } j 
| | 0,197 i 
, (Koutrolle) | 
3 | Diabetes Pe.}| 0,269 | 0,272 0,1456 | 0.1458 | 0,1278 
4 | Diabetes He 0,238 6 — 0,1948 — | 0,1459 
5a| Diabetes W.] 0,378 8 — 038 | — | 0,809 
5b] Derselbe**)} 0,315 | — 0,306 — ' 0,203 
6 | Nephritis 0,167 | 0,157 0,084 © 0,08 | 0,071 
7 | Nephritis 0,137 | 0,136 0,123 | — ! 0,0982 
| 0,125 | 
(enteiweibt | } 
n. Schenck): 
8 | Rinderblut 0,116 —— 0,0689 0.0695 | 0,048 





Betrachten wir zunichst die Reduktionswerte im 
nicht eingeengten und im eingeengten Blutfiltrat 
(Tabelle III)! In einem Teil der Fille ist das Reduktions- 
vermégen sowohl mit Hilfe des Bertrandschen wie des 
Maquenneschen Verfahrens ermittelt worden. Die Uberein- 
stimmung der Analysen in ein und derselben Fliissigkeit ist 
sehr befriedigend und biirgt fiir ihre Richtigkeit. Vergleicht 
man dagegen die aus dem verdiinnten, frisch gefillten Blut- 
filtrat erhaltenen Blutzuckerwerte mit denjenigen, die in den 
durch Vakuumdestillation stark konzentrierten Filtraten er- 


‘) Auch Rinderblut aus dem Schlachthof, das in der gleichen Weise 
untersucht wurde, findet sich hier aufgefiihrt. 

*) Der Polarisationswert. durch Herrn Professor Embden- Frankfurt 
kontrolliert; vgl. den oben angefiihrten Versuch. 

**) einige Wochen spiiter. 
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halten wurden, so finden sich bei einigen der untersuchten 
Falle recht grofie Unterschiede. Am gréfiten ist der Unter- 
schied bei Fall Nr. 1, wo er 83 mgr betrigt, in den andern 
Fallen ist er kleiner, immerhin grofi genug, um mit Sicher- 
heit als aufierhalb der Fehlergrenze liegend angesehen werden 
zu kénnen. Sehr bemerkenswert ist iibrigens auch die be- 
triichtliche Differenz bei dem untersuchten Rinderblut (Nr. 8 
in Tabelle Il). Im Gegensatz hierzu sehen wir bei Fall Nr. 5a 
und b, einem Diabetiker, bei zwei zeitlich auseinanderliegenden 
Untersuchungen eine solche Differenz in dem Reduktionsver- 
mégen zwischen nicht eingeengten und eingeengten Blutfiltraten 
nicht. Die Werte sind vielmehr als identisch zu bezeichnen. 
Die Ubereinstimmung ist das eine Mal sogar ganz auffallend 
gut (0,380 °/, und 0,378 °/,). Aus diesem Befund geht hervor, 
dafi die Prozeduren, denen das mit Phosphorwolframsiure ent- 
eiweiiite Blut unterworfen wird, an sich durchaus nicht mit 
einem Verlust von Zucker einherzugehen brauchen. Immerhin 
wire es ja méglich, da andere reduzierende Substanzen, die 
labiler sind als Zucker, wihrend der vorgenommenen Mani- 
pulationen in nicht mehr reduzierende Kérper iibergegangen 
sind. Aber man mu noch an eine andere Méglichkeit denken. 
Es kénnte sein, daf} unter gewissen Verhiltnissen im Blute 
reduzierende Substanzen erscheinen, die fliichtig sind. Diese 
werden natiirlich bei der Vakuumdestillation zu Verlust gehen. 
Js ist mir nun in der Tat gelungen, bei dem Diabetiker Fall 
Nr. 4 (Tabelle IID im Destillat!) der Phosphorwolframsiiure- 
fillung des Blutes reduzierende Substanzen nachzuweisen. 
Weitere Untersuchungen, deren Ergebnisse einer spiiteren 
Mitteilung vorbehalten bleiben sollen, zeigten mir nun, dafi 
im Blute von Diabetikern fliichtige, ammoniakalische 
Silberlésung in der Kialte reduzierende Substanzen 


*) Von einem aliquoten Teil der Phosphorwolframsiiurefallung des 
Blutes wurde etwa */, des Volumens in eine mit Kiltemischung gekiihlte 
Vorlage abdestilliert und in Wasser aufgefangen. Das Destillat wurde 
dann mit Bertrandscher Lésung I und II in einem mit Steigrohr ver- 
sehenen Kélbchen 5 Minuten erhitzt und die Reduktion in der iiblichen 
Weise bestimmt. 
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vorkommen. Es handelt sich offenbar um Stoffe von Alde- 
hydcharakter. Einige Beobachtungen aus letzter Zeit, die 
allerdings noch nicht abgeschlossen sind, scheinen mir dafiir 
zu sprechen, daf} es sich vielleicht um Acetaldehyd handelt. 

Nach der Gegeniiberstellung der Reduktionswerte im nicht 
eingeengten und eingeengten Blutfiltrat wiren nun noch die 
Reduktions- und Polarisationswerte in der einge- 
engten Fliissigkeit vergleichend zu betrachten (vgl. 
Tabelle II1). Auch hier legen die Reduktionswerte deut- 
lich héher als die Drehungswerte, aber die Differenz ist 
verschieden gro, je nachdem das Reduktionsvermégen wih- 
rend der HKinengungsprozedur stark oder weniger bzw. gar 
nicht abgenommen hat. Eine véllige Ubereinstimmung 
zwischen Reduktion und Polarisation besteht jeden- 
falls nirgends und wir miissen daraus schliefien, daf} neben 
den bei der Vakuumdestillation fliichtig gehenden 
reduzierenden Substanzen aufer Zucker noch andere 
nicht fliichtige vorhanden sind. Méglicherweise handelt 
es sich um Glukuronsaduren. Mit Untersuchungen tiber diese 
Frage bin ich zurzeit noch beschiftigt. 

Im folgenden seien die Ergebnisse der hier mit- 
geteilten Untersuchungen kurz zusammengefafit: 

1. In friiheren Untersuchungen war festgestellt worden, 
dafi bei der vergleichenden Bestimmung des Blutzuckers durch 
Reduktion und Polarisation die Reduktion fast durchweg einen 
héheren ,Blutzucker* anzeigt als die Drehung. Die Ursache 
dieser Unstimmigkeit konnte sein entweder eine zu geringe 
Rechtsdrehung infolge von Anwesenheit linksdrehender Sub- 
stanzen oder eine erhéhte Reduktion durch die Gegenwart 
anderer reduzierender Verbindungen neben Zucker. Zur Ent- 
scheidung dieser Frage wird der Blutzucker mit Hilfe 
des LohnsteinschenPrazisions-Garungssaccharimeters 
direkt durch Vergiirung bestimmt, nachdem an reinen 
Zuckerlésungen die Garungsmethode eine sehr gute Uberein- 
stimmung mit den Reduktionsmethoden (Bertrand und Ma- 
quenne) und dem Polarisationsverfahren ergeben hatte. 

2. Defibriniertes und mit Phosphorwolframsiure ent- 
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eiweiftes Blut, das im Vakuum auf etwa ?/,—?/,, des ur- 
spriinglichen Blutvolumens eingeengt ist, eignet sich sehr gut 
zur Vornahme der quantitativen Blutzuckerbestimmung durch 
Giirung, da es nach Entfernung der Phosphorwolframsiure 
durch Bleiacetat mit nachfolgender Entbleiung und nach Aus- 
treibung des Schwefelwasserstofts an fremden Substanzen nichts 
enthalt aufer Essigsiure. 

3. Die Girungsprobe wird mit der zur Polarisation be- 
niitzten Fliissigkeit im Brutschrank bei 37° C. ausgefiihrt, der 
nach beendigter Giirung an der Skala abgelesene (und auf die 
Temperatur korrigierte) Wert in °/, Zucker kann ohne weitere 
Umrechnuug mit dem Polarisationswert sofort verglichen 
werden. In den bisher untersuchten Fallen ist die 
Ubereinstimmung zwischen Polarisations- und Gi- 
rungswerten eine sehr genaue. 

4. Die gut iibereinstimmenden Polarisations- und 
Girungswerte zeigen den Blutzucker, den Gehalt des 
Blutes an Glukose, richtig an. Anhaltspunkte fiir die 
Annahme von linksdrehenden Substanzen im Blute 
haben sich bisher nicht ergeben. 

5. Die Reduktionsmethoden, wie die Bertrand- 
sche und Maquennesche, geben ein Bild von der Ge- 
samtreduktion des Blutes, an der sich aufser der 
Glukose noch andere Substanzen beteiligen. 

6. Einen Hinweis auf eine Gruppe von Substanzen, die 
neben Glukose an der Reduktion des Blutes teilhaben, gibt 
folgende Beobachtung: Bestimmt man einmal die Reduk- 
tion des verdiinnten, frisch mit Phosphorwolfram- 
siiure gefillten Blutes, das andere Mal die Reduktion 
in dem zum Zwecke der Polarisation und Giarung 


stark eingeengten Blute, so ergeben sich — bei 
einigen der untersuchten Diabetesfialle, nicht bei 
allen — bei der Umrechnung auf 100 ccm Blut nie- 


drigere Reduktionswerte in dem eingeengten als in 
dem nicht eingeengten Filtrat. 

7. Die Abnahme des Reduktionsvermigens wihrend der 
Kinengung kann, wie besondere auf diese Frage gerichtete 
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Versuche zeigen, nicht durch Zuckerzerstérung erklirt werden, 
es spricht vielmehr alles dafiir, daf} unter den reduzierenden 
Substanzen des Blutes sich solche befinden, die 
fliichtig sind und bei der Vakuumdestillation ver- 
loren gehen. In einem Fall gelang der Nachweis 
einer Fehlingsche Liésung reduzierenden Substanz 
in dem Destillate des Phosphorwolframsiaurefiltrats. 
Wahrscheinlich handelt es sich um Aldehyde, manche 
Befunde deuten auf Acetaldehyd. 

8. Aber auch in dem eingeengten Blutfiltrat isi 
der Reduktionswert noch immer hdher als die Polar!- 
sations- und Giirungswerte. Das spricht dafiir, dafi 
aufier Zucker und fliichtigen reduzierenden Sub- 
stanzen noch andere reduzierende nichtfliichtige, 
nichtzuckerartige Stoffe im Blute vorkommen. 
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Uber die Methylierung von Dipeptiden. 
Von 


A. Kossel und S. Edlbacher. 


- (Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 


Die ersten Versuche'), um aus der Methylierung von Protein- 
stoffen einen SchluB auf den Bau der Proteine zu ziehen, sind 
von Skraup und seinen Mitarbeitern Krause und Béttcher?) 
ausgefiihrt worden. Die Proteinstoffe — Casein und Gelatine — 
wurden in alkalisch-alkoholischer Lisung in der Wirme der 
Einwirkung von Methyljodid unterworfen und das methylierte 
Produkt sodann hydrolysiert. Hierbei ergab sich, ,dafi aus 
dem methylierten Casein Tyrosin und Lysin tiberhaupt nicht, 
Histidin und Arginin, wenn iiberhaupt, so in viel geringerer 
Menge zu gewinnen sind als aus dem Casein selbst*; ,Glut- 
aminsiiure und Leucin wurden aber in sehr erheblicher Menge 
erhalten“. Ahnlich verliefen die Versuche mit Gelatine; nur 
ergab sich hier ein Unierschied gegeniiber dem Casein: durch 
die Methylierung wurde die Ausbeute an Glutaminsiure be- 
deutend herabgesetzt. Man wird geneigt sein, aus diesen 
Krgebnissen den Schluf zu ziehen, dafi diejenigen Protein- 
bausteine, welche in dem Gemisch der hydrolytischen Spaltungs- 
produkte fehlten, durch die Aufnahme von Methylgruppen 
veriindert worden sind, dafi diese also auch in ihrer urspriing- 
lichen Lage im Proteinmolekiil dem Methyljodid irgendwelche 
Angriffspunkte dargeboten haben. Gegen diese SchluBfolgerung 
ist aber einzuwenden, da die Einwirkung des Jodmethyls 


') Diese Untersuchungen sind mit Unterstiitzung der Heidelberger 
Akademie der Wissenschaften (Stiftung Lanz) ausgefiihrt und am 10. April 
1919 eingereicht worden. 

2) Monatshefte fiir Chemie Bd. 30, S. 447 (1909); Bd. 31, S. 1035 
(1910). 
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unter Bedingungen stattfand, durch welche das Proteinmolekiil 
verandert werden konnte. Die Einwirkung der alkoholischen 
Alkalilauge in der Siedehitze konnte neue, im urspriinglichen 
Proteinmolekil nicht vorhandene, Angriffspunkte fiir die Methy- 
herung schaffen. Diese Méglichkeit haben Skraup und Krause 
auch schon selbst in Betracht gezogen. 

Rogoczinski') fihrte daher die Methylierung mit Dime- 
thylsulfat aus, einem Reagens, welches in kiirzerer Zeit und 
bei gewéhnlicher Temperatur zu arbeiten gestattet und dessen 
Einwirkung auf Amidosiuren schon von Novak untersucht 
war’). Die Versuche Rogoczinskis muften jedoch bald ab- 
gebrochen werden und blieben auf das Clupein beschrinkt; 
aber auch hier zeigte sich in Ubereinstimmung mit Skraup 
und seinen Mitarbeitern, daf} ein erheblicher Teil des Arginins 
unter der Einwirkung der Methylierung verschwindet. 

Um aus solehen Versuchen einen Schluf} auf die freien 
und reagierenden Gruppen des Proteinmolekiils zu ziehen, ist 
es zunichst notwendig, das Verhalten derjenigen Atumgruppen 
festzustellen, deren freies Vorkommen im Proteinmolekiil voraus- 
gesetzt werden kann, in erster Linie der in der Peptidver- 
kettung vorhandenen Imidgruppe. Von diesen Gesichtspunkten 
aus haben wir einige Versuche iiber die Methylierung mit 
Dimethylsulfat ausgefiihrt. : 

Das dl-Leucylglycin ist in dieser Richtung bereits von 
Abderhalden und Kautzsch untersucht worden*). Hier 
entstand unter der Einwirkung des Jodmethyls dl-N-Tri- 
methylleucylglycin 

(C,H,)— CH— CO—NH—CH,—COOH 
N (CH), 
oder das entsprechende Betain. Die Imidgruppe war somit 
nicht angegriffen. 
Wir untersuchten zunichst die Einwirkung von Dimethyl- 


1) Diese Zeitschr. Bd. 80, S. 371 (1912). 

®) Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 45, 8. 834 (1912). Spiater haben 
Herzig und Landsteiner (Biochem Zeitschr. Bd. 61, S, 458 [1914)) 
auch das Diazomethan zur Methylierung der Proteine anzewandt. 

%) Diese Zeitschr. Bd. 72, 8S. 44 (1911). 
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sulfat auf Glycylglycin und beobachteten ebenfalls den EHintritt 
von drei Methylgruppen in das Dipeptid. Die Hydrolyse zeigte, 
daf} die Methylgrupperf alle an ein und dasselbe Stickstoffatom 
angefiigt waren, denn das Produkt zerfiel bei der Hydrolyse 
im Betain und Glykokoll. Es ist daher offenbar folgendes 
Betain entstanden: 
¥(Chi~—~0----60 
bn, —CO—NH— _dn, 
Die Annahme dieser Formel findet eine Stiitze in dem 
Verhalten des dl-Alanylglycins. Dieses ergab ein Trimethyl- 


derivat von folgender Konstitution 
N (CH,),0H 


CH,—CH—CO—NH—CH,—COOH 

oder das entsprechende Betain. Bei der Hydrolyse zerfiel dieser 
Kérper in das dl-Trimethyl-«-propiobetain und Glykokoll. 

Nach diesen Ergebnissen darf man voraussetzen, daf} die 
auch im unzersetzten Proteinmolekiil an der Peptidbindung 
beteiligte Imidgruppe in der Regel nicht angegriffen wird. 
Hingegen ist es bekannt, dai der Hintritt anderer Saure- 
radikale in die Amidogruppe der Amidosiauren die Methylierung 
am Stickstoff nicht verhindert; hat doch E. Fischer’) die Sub- 
stitution durch Naphthalinsulfosiure benutzt, um N-Monomethyl- 
derivate von physiologisch wichtigen Amidosiuren darzustellen. 


Experimenteller Teil. 
Methylierung von Glycylglycin. 

18,6 g Glycylglycinchlorhydrat (/,, Mol.) werden in 100 cm® 
Wasser gelést und dazu eine Lésung von 28 g Natronhydrat 
(ungefihr 7 Mol.) in 100 cm* Wasser hinzugesetzt. Man fiigt 
nun unter kraftigem Umschiitteln und zeitweiliger Kiihlung 
allmihlich 38 g Dimethylsulfat?) (3 Mol.) hinzu. Nach '/, Stunde 


1) E. Fischer und M. Bergmann, Ann. d. Chem. Bd. 398, S. 96 
(1913). E. Fischer und W. Lipschitz, Ber. d. deutsch. chem. Ges, 
Bd. 48, S. 360 (1915); auch O. Hinsberg, Ann. d. Chem. Bd, 265, S, 178 
(1891.) 

®) Der Badischen Anilin- und Sodafabrik statten wir fiir die Uber- 
sendung des fiir unsere Untersuchungen erforderlichen Dimethylsulfats 
unseren Dank ab. 
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ist die Reaktion im wesentlichen beendet. Nach 2stiindigem 
Stehen wird die Fliissigkeit mit verdiinnter Salzsiiure schwach 
angesiuert und unter vermindertem Druck zur Trockne ge- 
bracht. Der Riickstand wird mit heifiem Methylalkohol mehr- 
fach ausgezogen und von den anorganischen Salzen abfiltriert. 
Aus dem eingedampften Filtrat kristallisiert Natriummethy!- 
sulfat, welches abfiltriert wird. Durch Wiederholung dieses 
Verfahrens gelingt es, die Hauptmenge des bei der Reaktion 
gebildeten methylschwefelsauren Salzes zu entfernen. Man 
erhilt zum Schluf} einen fast farblosen Sirup; dieser wird in 
ganz wenig Wasser gelést und mit einer alkoholischen Lisung 
von Pikrinsiure gefiallt. Das ausgeschiedene Pikrat wird zur 
teinigung von Natriumpikrat aus Alkohol umkristallisiert, 
worin es in der Kalte sehr wenig léslich ist. Das Pikrat wird 
in Wasser gelést und mit Schwefelsiure zersetzt. Die Haupt- 
menge der Pikrinsiure fallt aus und wird abgesaugt, das 
Filtrat ausgeithert, die Schwefelsiure mit Baryt gefallt und 
der Uberschu® des Baryts durch Kohlensiiure entfernt. Die 
wisserige Lisung lieferte beim Kindunsteneeine weife Kristall- 
masse, welche nach zweimaligem Umkristallisieren aus Alkohol 
bei 141° schmolz. 

Zur Analyse wurde die Base in das Goldsalz iibergefiinrt, 
indem die Kristalle in wenig Wasser gelést unter Zusatz von 
Salzsiure mit Goldchlorid versetzt wurden. Es schied sich ein 
Ol aus, welches bald zu gelben Kristallen erstarrte. Dieselben 
wurden aus wenig Salzsiure umkristallisiert und zur Analyse 


iiber Schwefelsiure getrocknet. Sie schmolzen bei 155°.) 
1. 9-76 mg ergaben 0-467 cm* N (766mm, 18°), gef. 5-65°/, N; 
2. 6-921 mg ergaben 1-76 mg H,O; 4-20 mg CO,; 2-645 mg Au; 
gef, 2-85°/, H; 16-53°/, C; 38-22°/, Au; 
3. 6-145 mg ergaben 8-10 mg AgJ; gef. 8-45°/, CH. 
Ber. f. C,;H,;N,O,Cl,Au: 16-34°/, C; 2-949/, H; 5-45°, N; 
38-35°/, Au; &-76°/, CH,’). 
Gef.: 16-53 °/, C; 2-65°/, N; 
88-22°/, Au; 8-43°, CHs. 
1) Die Kohlenstoff., Wasserstoff- und Stickstoffbestimmungen wurder 
stets nach Preg] ausgefiihrt. Die N-Methyibestimmungen nach Edlbacher. 
*) Berechnet fiir 3 CHy. 
* 
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Das Goldsalz hat somit die Zusammensetzung 
C,H,,N,0,,HCl + AuCl,. 

Zur Darstellung des Silbersalzes wurde 1 g der kristalli- 
sierten Base mit etwas mehr als 2 Mol. Silbernitrat in méglichst 
wenig Wasser geliést und ein UberschuB von absolutem Alkohol 
hinzugefiigt. Es kristallisierte ein Silbersalz aus, welches 
durch Auflésen in sehr wenig Wasser und Zusatz von abso- 
lutem Alkohol umgelést werden konnte. Die Kristalle lésen 
sich leicht in Alkohol, welcher mehr als 3—4°/, Wasser ent- 
halt, und sind lichtempfindlich. Der Schmelzpunkt liegt bei 180°. 


Die Analyse fiihrte zu folgenden Zahlen: 
1. 5-920 mg ergaben 0-613 cm® N (759 mm, 20°) gef. 12-05°/, N 
Ber. f. C,H,,N,O,Ag era eee eee 12-22°/, N 
2. 3-895 mg ergaben 7-56 mg AgJ; gef. 12-42°/, CH, (Methyl am 


Stickstoff) 
Ber, f. 3CH, in obiger Formel .... . . . 18-08 CH, 
Das Silbersalz hat also die Zusammensetzung 


C,H,,.N,033 + AgNO. 

Zur Hydrolyse wurden 20 g der freien Base, welche tiber 
das Pikrat gereinigt war, mit 200 cm* 30 vol°/, Schwefel- 
siure 28 Stunden am RiickfluBkiihler im Sieden erhalten, 
dann wurde die Schwefelsiure mit Barythydrat quantitativ 
entfernt, Filtrat und Waschwiasser eingedampft. Aus dem 
Riickstand kristallisierte Glykokoll aus, welches durch den 
Schmelzpunkt und die Uberfiihrung in Hippursiure (Schmp. 
gef. 187°) identifiziert wurde. Weitere Mengen von Glykokoll 
schieden sich nach dem Zusatz von Alkohol ab. Aus der 
alkoholischen von Glykokoll befreiten Lésung schossen grofie 
tafelférmige Kristalle an, welche alle Kigenschaften des Betains 
zeigten. 

Kin Teil der Kristalle wurde in Wasser gelést und mit 
Goldchlorid und Salzséure versetzt. Das sofort auskristalli- 
sierte Goldsalz wurde im luftverdiinnten Raum iiber Schwefel- 
siiure getrocknet und ergab folgende Zahl fiir Methyl am 


Stickstoff: 
11-535 mg gaben 17-14 mg AgJ; gef.. . . . . . 950°, CH, 
Berechnet fiir Betaingoldchlorid. . . . .. . . 9-80°/, CH, 
Die alkoholische Liésung schied auf Zusatz von alkoholischer 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVII. 4 
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Pikrinsaure ein kristallisiertes Pikrat aus, dessen Schmelzpunkt 
(181°) mit dem des Betainpikrats iibereinstimmte. Beim Ver- 
setzen der wasserigen Lisung mit Jodjodkalium trat die von 
Griess angegebene Reaktion ein: es bildete sich ein brauner 
Niederschlag, der sich nach einiger Zeit in griine Kristalle 
verwandelte. 


Methylierung von dl-Alanylglycin. 

7-3 g dl-Alanylglycin (5 Mol.) wurden in 100 cm* Wasser 
gelést, dazu eine Lésung von 25 g Natronhydrat (50 Mol.) in 
100 cm® Wasser und allmahlich 31 g Dimethylsulfat (25 Mol.) 
hinzugefiigt. Die Verarbeitung der Reaktionsfliissigkeit geschah 
ebenso, wie es beim Glycylglycin angegeben ist. Die nach 
Entfernung des Natriummethylsulfats erhaltene methylalkoho- 
lische Lésung wurde nach dem Verdunsten in wenig Wasser 
gelést und mit Pikrinsiure gefillt, die Fallung aus Alkohol 
umkristallisiert. Das auf diese Weise erhaltene Pikrat ist 
im Gegensatz zu der aus Glycylglycin erhaltenen Verbindung 
in Alkohol viel leichter léslich, als das Natriumpikrat. 
Das Pikrat wurde wie oben beschrieben in die freie Base 
iibergefiihrt, die wir als einen nicht kristallisierenden Sirup 
erhielten. 


Kin Teil davon wurde mit verdiinnter Salzsiiure und Gold- 
chlorid in das Goldsalz iibergefiihrt, welches sich als ein bald 
kristallisierendes Ol ausschied. Nach dem Umkristallisieren 
aus einprozentiger Salzsiure erschien es in Form dunkelgelber 
Niidelchen, die bei 90° zu sintern begannen und bei 105° 
schmolzen. 

1. 5-055 mg gaben 6-55 mg AgJ; gef. 8-29°/, CH,; 

2. 6-800 mg gaben 2-25 mg H,O; 4-44 mg CO,; 2-430 Au gef. 3-70°/, H; 
17-82°/, C; 85-78°/, Au 

3. 5-660 mg gaben 0-274 cm® N (737 mm, 22°); gef. 5-44°/, N 

Ber. f. C,H, ,NoCl,AuO,: 17-599, C; 351%, H; 5-13, N; 8-26°/, CH 

Gefunden: 17-82 °/, C; 3-70°/, H; 5-44°/, N; 8-29°/, CH. 

Das Goldsalz hat hiernach die Zusammensetzung 

C,H,,N.0,, HCl + AuCI, 

Zur Hydrolyse wurden 20 g der Base mit 200 cm° 

30 vol°/, Schwefelsiure 28 Stunden am Riickflufkiihler ge- 
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kocht und die Schwefelsiiure sodann durch Baryt entfernt. 

Es bleibt ein etwas briunlich gefarbter Eindampfungsriickstand, 

welcher kristallinisch erstarrt. Derselbe wird mit kaltem 

Alkohol ausgelaugt und abgesaugt. Der in Alkohol unlésliche 

Teil bestand im wesentlichen aus Glykokoll, das Alkoholextrakt 

enthielt ein Betain. 

Der Nachweis des Glykokolls wurde durch Uberfiihrung 
in Hippursiiure erbracht. Die Hippursiiure kristallisierte in 
langen farblosen Nadeln vom Schmelzpunkt 187—188° und 
ergab bei der Stickstoffbestimmung folgende Werte: 

3-18 mgr gaben 0-480 em? N (757 mm, 16°); gef. 18-04°/, N 

Berechnet fiir Hippursiiure 18-60°/, N 

Der alkohollésliche Teil verblieb nach dem Verdunsten 
des Alkohols als hygroskopische Kristallmasse. Ein Teil da- 
von wurde in mabig verdiinnter Salzsaiure gelést und mit Gold- 
chlorid versetzt. Es entstand eine élige Abscheidung, die sich zu- 
niichst in mikroskopische Kristillchen verwandelte; diese er- 
fuhren nach Verlauf einiger.Stunden eine weitere Umwandlung 
in gréBere Nadeln. Sie schmolzen nach zweimaligem Um- 
kristallisieren aus einprozentiger Salzsiiure bei 240°. Zur 
Analyse wurden sie im luftverdiinnten Raum iiber Schwefel- 
siure getrocknet. 

1. 11-170 mg gaben 2-86 mg HO,; 6-37 mg CO,; 4-64 mgr Au; 
2 9-96 mg gaben 0-279 cm* N (752 mm, 16°); 
3. 10-11 mg gaben 14-31 mg AgJ. 

Gefunden: 15-55°/, C; 2-86°/, H; 3-27°/, N; 41-54°/, Au; 9-05°/, CH. 
Berechnet fiir Homobetain: 15-28°/, C; 2-:99°%, H; 2-98°/, N; 
41-83°/, Au; 9:50°/, CHy. 

Die aus dem dl-Alanylglycin erhaltene Base mufi somit 
das dl-Trimethyl-a-priobetain sein. Hierdurch ist 
die in der Einleitung fiir das Methylprodukt aufgestellte Formel 
erwiesen. 

Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 








ber die freien Amidogruppen der Kiweifkirper. 
I. Mitteilung. 


Von 


S. Edlbacher. 


(Aus dem phys :oloyischen [ustitut Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Mai 1919,) 








Die Methoden. die sich mit der Erforschung der Kon- 
stitution der Kiweifkérper befassen, kann man in zwei grote 
Gruppen einteilen. Die eine der beiden sucht von vornherein 
das Hiweifimolekiil in mehr oder weniger weit abgebaute 
Bruchstiicke zu zerteilen und aus deren Beschaffenheit Riick- 
schliisse auf das urspriingliche Molekiil zu ziehen. 

Die anderen Methoden trachten durch die Kennzeichen 
und das charakteristische Verhalten bestimmter Atomgrup- 
pierungen im Protemmolekiil zum Ziel zu gelangen. 

In diesem Sinne liegen z. B. vorbildliche Untersuchungen 
von K. Fischer und EK. Abderhalden iiber die Charakte- 
risierung und Konstitution von Peptiden mit Hilfe der Naph- 
thalinsulfoverbindungen vor'). 

Albrecht Kossel’) und seine Mitarbeiter haben Nitrierungs- 
versuche an Kiweifikérpern unternommen. Sie behandelten 
Clupein, Salmin, Surin, Histon und Kdestin mit Salpetersiure 
und es gelang, aus den erhaltenen Nitroproteinen Nitroarginin 
zu isolieren und dadurch den Beweis zu fiihren, dafi die 
Guanidingruppe dieser Aminosiure als freie Seitenkette im 
Kiweifsimolekiil verhanden ist. 

Auch hat K. Hirayama®*) die Kinwirkung von Saure- 
chloriden auf Protamine studiert und dabei gewisse Relationen 





1) E. Fischer und E. Abderhalden, Ber. Bd. 40, S. 3544 (1907). 

2) A. Kossel und Kennaway, Diese Zeitschr. Bd 72, S. 486 
(1911). — A Kossel uni F. Weiss, ebenda Bd. 7x, 8. 402 (1912). 

3) K. Hirayama, Diese Zeitschr. Bd. 59, S, 285 (1909). 
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zwischen dem Stickstoffgehalt und der Zahl der substituier- 
baren Wasserstoffatome gefunden. 

Kine der fruchtbringendsten Entdeckungen auf diesem 
Gebiet war Sérensens’) bekannte Methode der Formol- 
titration und die dadurch erméglichte Bestimmung der freien 
Amidogruppen; dieser Methode wurde dann die von D. D. 
van Slyke’) zur Seite gestellt, welche ebenfalls die freien 
Amidogruppen durch ihr Verhalten gegen salpetrige Siure der 
Jestimmung zugiinglich macht. 

In tihnlicher Richtung bewegten sich die Untersuchungen 
Z. Skraups*) iiber die Methylierung von EiweifSkérpern. 
Nachdem durch Herzig und Meyer?) der Weg eréffnet war, 
das am Stickstoff gebundene Alkyl zu bestimmen, untersuchte 
Skraup die Einwirkung von Jodmethyl und alkoholischer 
Kalilauge auf Casein und Gelatine und erhielt dadurch. ein 
allerdings auch Jod enthaltendes Methyleasein und eine Methyl- 
gelatine, welche Verbindungen von ihm ausfiihrlich beschrieben 
worden sind. Es wurde auch die Hydrolyse dieser Produkte 
durchgefiihrt, doch ist es nicht gelungen, methylierte Spal- 
tungsprodukte zu isolieren. Diese Untersuchungen, auf die 
ich ‘weiter unten noch zuriickkommen werde, wurden dann 
von Herzig und Landsteiner®) wieder aufgenommen, doch 
wurde von diesen Autoren nicht Jodmethyl, sondern Diazome- 
than als Methylierungsmittel verwendet. Auf die Resultate 
dieser Untersuchungen wollen wir ebenfalls erst weiter unten 
eingehen. 

Die ersten Versuche iiber die Einwirkung von Dimethyl- 
sulfat auf Eiweifikérper stammen von Rogozinski‘) der 


4) Sérensen, Bioch. Zeitschr. Bd. 7, 8. 59 (1907). 

*) D. D. van Slyke, Ber. Bd. 44, S. 1684 (1911). 

%) Skraup und Krause, Monatshefte Bd. 30, S. 447 (1909). — 
Skraup und Béttcher, Monatshefte Bd. 31, S. 10385 (1910). 

4) Herzig und Meyer, Ber. Bd. 27, S. 319 (1894). — Monats- 
hefte Bd. 15, S. 618 (1894); Monatshefte Bd. 16, 8S. 599 (1894); Monats- 
hefte Bd. 18, S. 379 (1897). 

5) Herzig und Landsteiner, Bioch, Zeitschr. Bd. 61, 8. 458 (1914). 

‘) Rogozinsky, Diese Zeitschr. Bd. 80, S, 371 (1912). 
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unter A. Kossels Leitung Clupein mit diesem Reagens he- 
handelte. 

Nachdem es mir’) gelungen war, die Schwierigkeiten des 
von I’. Pregl*) ausgearbeiteten Verfahrens der Bestimmung 
des Methyls am Stickstoff, das sich im Prinzip dem urspriing- 
lich Herzig-Meyerschen Verfahren anlehnt, in den Weg 
stellten, zu iiberwinden, nahm ich die seinerzeit von Rogo- 
zinski begonnenen Untersuchungen zum Ausgangspunkt der 
vorliegenden Arbeit. 

Es sollte die Einwirkung von Dimethylsulfat auf Hiweiti- 
kérper nach verschiedenen Richtungen hin in Angriff genonmen 
und die dadurch gewonnenen Erkenntnisse mit den bisher 
bekannten Tatsachen iiber den Bau des Hiweilmolekiils in 
Vergleich gebracht werden. Wie weit es bis jetzt gegliickt ist, 
diesem gesteckten Ziel nahe zu kommen, soll am Schlufi zu- 
sammenfassend dargestellt werden. 

Es lagen bereits von Novak*) Versuche iiber das Ver- 
halten der einzelnen Aminosiuren bei der Behandlung mit 
Dimethylsulfat vor. Die meisten der von ihm untersuchten 
Aminosiuren werden durch Schiitteln mit Dimethylsulfat in 
alkalischer Liésung in N-Trimethyl-Derivate verwandelt. 
So geben z. B. Glykokoll Alanin, Leucin und Phenylalanin 
das entsprechende Betain, wiahrend Asparaginsiiure in Fu- 
marséure unter Abspaltung von Trimethylamin iibergefiihr' 
wird. Das gebildete Trimethylamin wird dann durch _iiber- 
schiissiges Dimethylsulfat teilweise bis zum quaterniiren Am- 
moniumderivat weiter methyliert. ° 

Dieser Vorgang wurde schon seinerzeit von Kérner und 
Menozzi*) beobachtet. 

Bei der Einwirkung auf Glutaminsiure entsteht de: 
Dimethylester der N-Trimethyl-Glutaminsiure. Im allgemeinen 
also kann man sagen, daf} bei den untersuchten Aminosiiuren 


1) Edlbacher, Diese Zeitschr. Bd. 101, 8. 278 (1918). 

*) F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse. Berlin. 
J. Springer, 1917. 

5) Novak, Ber. Bd. 45, 8. 834 (1912). 

*) Korner und Menozzi, Gazz. chim. Ital. Bd. 15, S. 551. 





eS eg Le Se NE NL NN OA WAP 


RS Ra eng ns er 


mo 





Se LOLA RO Pi A AREA 
ens 





ay 
RF 
a 
at 
oe 
fe 
oa 
ata 
. 
ey 
aya 
fe 
ipa 
ies 


bride 
Pe 


TEES SDE LA OOO Re. EE SEE 








ON ENN 





a 


ee] 
i 

fe 
Eh 
3 
sd 

et 
Be. 
ata 
by 
a 
= 
rere 
ee 
af 
« 
a 
ee 
cen 








Uber die freien Amidogruppen der EiweiBkorper. 55 


mit Ausnahme der Asparaginsiiure der ganze Stickstoff in 
Trimethylderivate iiberfiihrt wird und auch aus letztgenannter 
Siure im wesentlichen N-methylierte Verbindungen entstehen. 

Wie ich weiter unten gezeigt habe, verhalten sich Ar- 
ginin, Histidin und Lysin ihnlich. Arginin wird in N-Di- 
methylarginin, Histidin in ein N-Trimethylhistidin und Lysin in 
ein N-Tetramethyllysin verwandelt. Bei letztgenannter Amino- 
siure ist es aber auch als wahrscheinlich anzunehmen, dafi 
an der w-NH,-Gruppe analog den anderen Aminosiuren eine 
N-Trimethylgruppe entsteht, wihrend die «-NH,-Gruppe mo- 
nosubstituiert wird. Auch sei an dieser Stelle noch der 
Synthese des Herzynin gedacht, welche Engeland und 
Kutscher’) durch Kinwirkung von Trimethylamin auf desa- 
miniertes Histidin bewerkstelligten. Engeland* hat auch 
die Reaktion zwischen Phenylalanin und Glutaminsiiure einer- 
seits und Jodmethyl andererseits beschrieben, wie endlich 
auch von K. Fischer und W. Lipschitz*) iiber N-Methyl- 
amidosiuren Beobachtungen vorliegen, die jedoch fiir diese 
Betrachtungen ohne Bedeutung sind. 

Uber das Verhalten von Peptiden bei der Methylierung 
haben K. Fischer und Gluud‘*) meines Wissens das erste Mal 
berichtet. Dann haben Abderhalden und Kautzsch’®) ver- 
schiedene N-methylierte Peptide hergestellt. So erhielten sie 
z. B. durch die Einwirkung von Methyljodid auf Leucy!- 
glycin ein Peptid, dessen freie Amidogruppe in eine N- 
Trimethylgruppe iibergegangen war. A. Kossel und S. Edl- 
bacher haben weiterhin festgestellt*), dafi bei der Methylierung 
von Peptiden mit Dimethylsulfat in den bisher untersuchten 


1) Engeiand und Kutscher, Zentralbl. f. Physiologie Bd. 26, 
S. 569 (1912). 

*) Engeland, Ber. Bd. 43, 8. 2662 (1910). 

’) E. Fischer und W. Lipschitz, Ber. Bd. 48, 5. 360 (1915). 

*) KE. Fischer und Gluud, Annalen der Chemie Bd. 369, 8, 247 
(1909). 

5) KE. Abderhalden und Kautsch, Diese Zeitschr. Bd. 72, 8, 44 
(1911), 


6) A. Kossel und 8, Edlbacher, Diese Zeitschr. die vorhergehende 
Abhandlung. 
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Fallen nur die freien Amidogruppen unter Bildung von 
betainartigen Kérpern substituiert werden, wahrend die sich 
in Peptidbindung befindlichen Imidogruppen nicht in Reaktion 
treten. ; 

Auf Grund dieser Ergebnisse habe ich nun das Verhalten 
einer Reihe von Eiweifikérpern gegen Dimethylsulfat in al- 
kalischer Lésung untersucht und durch die Bestimmung der 
Anzahl der am Stickstoff eingetretenen Methylgruppen Riick- 
schliisse auf die Zahl der urspriinglich vorhandenen freien 
Amidogruppen im Proteinmolekiil zu ziehen versucht. Die im 
Arginin vorhandene Amidingruppe wird durch diese Reaktion 
nicht angezeigt. Der Vergleich der dadurch gewonnenen Re- 
sultate mit den Ergebnissen der Sérensenschen bzw. van 
Slykeschen Methode mufite dann ergeben, ob alle im Eiweif 
vorhandenen freien Amidogruppen sich gleichmafig verhalten, 
oder ob es gelingt, diese dadurch in verschieden reagierende 
Gruppen zu differenzieren. Um eine der Formol- oder Slyke- 
Bestimmung analoge Methode zu erhalten, war es dabei durch- 
aus nicht nétig, die einzelnen Reaktionsprodukte zu isolieren, 
sondern man brauchte nur in bekannten Teilen des Reaktions- 
gemisches den Gesamtstickstoff nach Kjeldahl und das an 
Stickstoff gebundene Methyl zu bestimmen und dann die er- 
haltene Proportion auf den Gesamtstickstoff zu beziehen. Man 
gelangt so zu dem Begriff der ,N-Methylzahl‘*, den ich 
folgend definieren méchte: 

,Die N-Methylzahl ist diejenige Zahl, welche angibt, 
wieviel Methylgruppen auf je 100 Atome Stickstoff bei er- 
schépfender Behandlung mit Dimethylsulfat in alkalischer 
Lisung an Stickstoff gebunden werden.“ 

Das in Reaktion getretene Dimethylsulfat wird dabei in 
methylschwefelsaures Natrium verwandelt und gibt dann bei 
der Behandlung mit Jodwasserstoff griéfere Mengen von Methy!- 
jodid ab, welches bei einer Temperatur von 120—150° ab- 
destilliert; daher wurde von vornherein auf die Bestimmung 
etwa entstandener Methoxylgruppen verzichiet, denn es ware 
sonst ein umstindliches Reinigungsverfahren notwendig ge- 
wesen. Durch ein solches waren aber schwerlich sekundire 











— eenceaungyncuconl oe eae Be sens ss 7 Dee EEE DEO EE OBST ey ee ER teats 
Re ai nS ea i ee we pokes. Rees ae apse useias ies pee Sicglk ateertan Ap ee ei 











PEARL ET DN RON ONE EER Ses Ee PRE Ry TOR UE Segre COORG one he hia en dit eee eet 
PE AE IRE ES CE SOM Gee RGEe io Sur aR Geen St Tce 9 SOS a TT OOS GIT che cage ee 


Ee OR ee eee nae ep 
a ee ee ee 


fs 
2 





Uber die frieen Amidogruppen der Eiweifkirper. 57 


Umwandlungsprozesse zu vermeiden gewesen, wie sie R. Will- 
statter') z. B. annimmt: | 


CH CH, 
Sih + CaO 
i 
0 O 


Ehe ich nun auf die Ergebnisse dieser Untersuchungen 
eingehe, sollen die experimentellen Angaben geschildert werden. 


Methylierung unverainderter Proteinsubstanzen. 


Die Eiweifkérper wurden in Wasser gelist und mit der 
mehrfachen Menge Dimethylsulfat und Natriumhydroxyd ge- 
schiittelt, wobei unter der Wasserleitung kraftig gekiihlt 
wurde, so daf} wihrend der ganzen Reaktionsdauer die Tem- 
peratur nie tiber 15° stieg. 

Se wurden z.B 2,5 g Gelatine + 100 H,O + 6 g NaOH 
+ 15 g Dimethylsulfat geschiittelt. Schon nach 15 Minuten 
war alles Dimethylsulfat verschwunden. Es wurde nun noch 
10 Minuten stehen gelassen und dann mit verdiinnter Salz- 
siure neutralisiert. Von dieser Lésung wurden bekannte Teile 
zur Gesamtstickstoff- und Methylbestimmung verwendet. Also 
z.B. 10 cm? fiir die Kje]dahl-Bestimmung, 20 cm*® wurden genau 
auf 100 em® aufgefiillt und nun mittels einer Capillarbiirette 
1 cm® in das Quarzkélbchen des Methylimidapparates ab- 
gelassen*). Dazu wurden 2 Tropfen verdiinnte Goldchlorid- 
lésung gegeben und nun ein Strom Luft, die zur Reinigung 
vorher konz. Schwefelsiiure passieren mufte, durchgesaugt, 
wihrend das Kélbchen in ein siedendes Wasserbad eintauchte. 
Auf diese Art konnte die Fliissigkeit in etwa 10 Minuten zur 
Trockne gedampft werden, ohne daf} irgend ein Verlust durch 
Verspritzen oder eine Verunreinigung bzw. Zersetzung zu be- 
fiirchten war. 

Ks sei an dieser Stelle noch auf einige Punkte hingewiesen, 
die man bei der Ausfiihrung von derartigen Bestimmungen zu 
beobachten hat. 

) R. Willstaétter, Ber. Bd. 35, 8. 585 (1902). 

*) Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 283. 
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Durch die Einwirkung des Dimethylsulfates bildet sich 
methylschwefelsaures Natrium. Dieses Salz wird nun durch 
die zugesetzte Jodwasserstoffsiiure teilweise bis zu Schwefel- 
wasserstoff reduziert und es geniigt dann die in den beiden 
Vorlagen vorgeschaltete Menge Cadmiumsulfatlésung nicht, um 
den ganzen Schwefelwasserstoff zuriickzuhalten. Fiillt man 
aber die beiden Waschgefisse W, und W, (I. c.) an Stelle der 
angegebenen 5°/, igen mit 10 °/,iger Lésung von Cadmiumsulfat, 
so wird aller entstehende Schwefelwasserstoff zuriickgehalten 
und der im Reagierglas entstehende Niederschlag ist rein weifi. 

Im Anschlufi daran sei noch darauf hingewiesen, dai die 
sich im Reaktionsgefif} befindlichen Tonsplitterchen zur Ver- 
hinderung eines Siedeverzuges nicht geniigen. Das iuferst 
lastige Uberschiiumen der erhitzten Siiure wird aber voll- 
kommen vermieden, wenn man, wie bei der urspriinglichen 
Vorschrift von F. Pregl], ein kleines Stiickchen von Stannio! 
in das Kélbchen wirft. Das entstehende Jodzinn wirkt duferst 
energisch gegen den Siedeverzug und man kann in ungefilr 
einer Viertelstunde nach vollendeter Abspaltung des Methoxyls 
die ganze Jodwasserstoffsiiure in die Vorlage abdestillieren. 

Wie ich seinerzeit (I. c.) nachgewiesen habe, wird bei der 
Anwendung von AuCl, in lingstens 50 Minuten bei Temperaturen 
von 300—360° C. alles Methyl am Stickstoff abgespalten. Ich 
habe mich durch wiederholte Versuche iiberzeugt, dafi ein 
langeres Erhitzen oder gar eine nochmalige Destillation iiber- 
fliissig sind. 

Ich gebe im folgenden die Resultate der Bestimmungen 
von den verschiedenen Hiweifisubstanzen, soweit sie bei der 


gegenwiartigen Lage zu beschaffen waren: 
1. Gelatine. 


2", g Gelatine 

6 g NaOH 100 cm® Wasser 
15 g Dimethylsulfat J _ 

10 cm® verbrauchten 23°6 cm? ~~ Siiure 


10 
20 cm auf 100 aufgefillt, davon 1 cm 
gab: 1°66 mg AgJ = 0°1062 mg CH, 
N-Methylzahl = 15°0 
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Die urspriingliche Gelatine liefert weder Methoxyl noch Methylimid. 
Es sei auf dieses Faktum ausdriicklich hingewiesen, denn Skraup und 
Béttcher') geben an, dafi kiaufliche Gelatine 0°35°/, Methoxyl und 
1:1°/, Methyl am Stickstoff geben soll, ebenso wie Herzig und Land- 
steiner*) fiir Gelatine den Wert von 0°18°/, Methoxyl und 117°, 
Methyl am Stickstoff angeben. Es mag miglich sein, dai diese Werte, 
die die genannten Autoren finden, sowie die Werte fiir Casein, die gleich 
in der Folge besprochen werden sollen, durch sekundire Reaktionen be- 
dingt sind, welche durch die lange Erhitzungsdauer des urspriinglichen 
Herzig-Mayerschen Verfahrens hervorgerufen werden, 


2. Casein. 
Zur Verwendung gelangte ein Originalpraparat von Hammarsten: 
15 g Casein 
38 g NaOH 100 g H,O 
8 g Dimethylsulfat 


davon 20 cm* verbrauchten 27°8 cm?* Siure 


10 
= 0°03892 ¢ N 
30 cm® auf 100 aufgefiillt, davon 1 cm* 1:76 mg AgJ = 0°1126 mg CH, 
N-Methylzah! = 17°59 


Das nichtmethylierte Praparat lieferte bei wiederholten Versuchen 
kein Methoxyl und nur hichstens 0°4°/o CH, am N, welcher Wert inner- 
halb der Fehlergrenzen der Methode liegt. Die Werte, die Skraup und 
Krause’) finden: 0°8°/, OCH, und 1°13°/, CH, am N kénnen also nur 
in der anderen Meéthodik, oder an der mangelnden Reinheit des von den 
genannten Autoren analysierten Priiparates ihre Begriindung finden. Das- 
selbe ist auch iiber die von Herzig und Landsteiner (l. c.) gemachte 
Beobachtung zu bemerken, denn auch diese Autoren finden fiir Casein 
Werte von 0°64°/, OCH, und 1°78°/, CH, am Stickstoff. 


5. Globin aus Pferdeblutkirperchen, 
0°7 g Globin 
15 g NaOH | 50 cm® Wasser 
4 g Dimethylsulfat 


N 
10 cm® dieser Lisung verbrauchten 12°5 cm* 10 Saura 


gefunden: 00175 g N 
10 cm® wurden auf 50 cm verdiinnt, davon lieferte 
1 cm® = 1°16 mg AgJ = 007422 mg CH, 
N-Methylzahl = 19°7 


1) Monatshefte Bd. 31, S. 1035 (1910). 
*) Biochem. Zeitschr. Bd. 61, S. 458 (1914). 
3) Monatsh. d. Chemie Bd. 30. S, 447 (1909). 
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4. Bence-Jonesscher Eiweifikérper. 


Das Praparat wurde von Herrn Geheimerat R. Kobert in Rostock 
dem hiesigen Institut zur Verfiigung gestellt. 


0°7 g Bence-Jones-Eiw. | 
1°55 g NaOH 50 cm? Wasser e 
4 g Dimethylsulfat eS 


bd os - N ance 
10 cm* dieser Lésung verbrauchten 9-7 cm® 10 Siure 


gefunden: 0°0135 g N 
10 cm? wurden auf 50 cm? aufgefiilt, 
davon lieferte 1 cm? = 0380 mg AgJ = 00371 mg CH, 
N-Methylzah! = 13°0 


>. Edestin aus Hanfsamen. 


‘ 


y Edestin ) 
NaOH 50 cm? Wasser 
Dimethylsulfat 


“~ 


1 
3 


- 


2] 


ga O38 Sg 


N 
; ° "7 — - eo 
10 cm® dieser Lisung verbrauchten 11°8 cm® 19 pHure 


gefunden: 0°01632 ¢ N 
10 em® wurden auf 50 cm® aufgefiillt, 
davon lieferte 1 cm* = 1°60 mg AgJ = 01040 mg CH, 
N-Methylzah!l = 15:0 


Da sich das methylierte Edestin als besonders geeignet zur Iso- 
lierung erwies, wurde es auf folgende Art dargestellt: 

5 g Edestin werden mit 100 cm® Wasser kriaftig durchgeschiittelt, 
bis eine gleichmaifige Emulsion entsteht und nun in kleinen Portionen 
unter fortgesetztem Schiitteln mit einer Lisung von 12 g NaOH in 
100 Teilen Wasser versetzt. Dadurch wurde ein’ Zusammenballen des 
Proteins, wie es sonst beim Zusatz von Natronlauge leicht eintritt, hintan- 
gehalten und es resultiert eine klare, nur schwach gelblich gefirbte 
Lésung, die nun in der iiblichen Weise mit 30 g Dimethylsulfat behandelt 
wird. UVurch Ansiuren mit verdiinnter Salzsiiure scheidet sich das methy- 
lierte Protein aus dem Reaktionsgemisch in gut filtrierbarer Form ab. 
Es wurde durch mehrmaliges Umfallen gereinigt und zur Analyse im 
Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet: 


N 
0°2768 ¢ verbrauchten 24:1 cm* -~ Siure 


10 
== 12°19°/, N 
7'440 mg gaben = 228 mg AgJ = 1°96°/, CH, 
N-Methylzah] — 15°02 


Unverindertes Edestin ergab keinen Gehalt von CH, am Stickstoff. 
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6. Globulin aus Kiirbissen. 


eS 


15g Globulin 
3 g NaOH 100 cm*® Wasser 
8 g Dimethylsulfat 


20 cm® verbrauchten 22°8 cm* = Saure = 0°03192 ¢ N 
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30 cm® auf 100 verdiinnt, davon 1 cm*® 1°33 mg AgJ = 0°0851 mg CH, 
N-Methylzahl = 165 


SOAS chagrt 


7. Clupeinsalfat. 


15 g Clupeinsulfat 
5 g NaOH 125 cm® Wasser 

8 g Dimethylsulfat . 

(bei weniger Wasser fillt ein Teil des Clupeins beim Neutralisieren 


wieder aus), 
3 es « 8 N os 
20 cm*® der Lisung verbrauchten 31'3 cm* —-. Siure 


10 
= 004382 ¢g N 
30 cm® auf 100 aufgefiillt, davon 1 cm® lieferte 
2°68 mg AgJ = 0°172 mg CH, 
N-Methylzahl — 244 


8. Sturinsulfat. 


1°5¢ Sturinsulfat 
3 g NaOH 100 cm® Wasser 
8 g Dimethylsulfat 
20 cm*® verbrauchten 37:5 cm® Siure = 00525 g N 
30 cm® auf 100 aufgefiillt, davon 1 cm? lieferte 
== 3:15 mg AgJ = 02016 mg CH, 
N-Methylzahl = 239 





9. Salminsulfat vom Rheinlachs. 


0°75 g Salminsulfat 
15 g NaOH 50 cm® Wasser 
4  g Dimethylsulfat 


y 


10 cm® verbrauchten 21°7 cm’ x Siure = 0°03038 g N 


15 cm® auf 50 aufgefiillt, davon 1 cm® lieferte = 1°49 mg AgJ 
= 0095381 mg CH, 
N-Methylzahl = 9°76 
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10. Salminsulfat von Oncorhynchus, 


15 g Salminsulfat 1 
3 g NaOH 
8 g Dimethylsulfat J 


20 cm® verbrauchten 37°6 cm® = Siiure = 0°05264 ¢ N 


100 cm? Wasser 


30 cm* auf 100 aufgefiillt, davon 1 cm? lieferte: 
1:18 mg AgJ = 0°0755 mg CH, 
N-Methylzahl = 8:9 
In diesem Falle wurde auch versucht, ob eine Methylierung unter 
Eiskiihlung das Ergebnis beeinfluBt. Der Versuch wurde unter sonst 


gleichen Bedingungen ausgefiihrt und ergab die N-Methylzabl 10°6, also 
abgesehen von der zulissigen Fehlergrenze den gleichen Wert. 


11. Esocinsulfat und 12. Scombrinsulfat 
erwiesen sich als nicht methylierbar. 


In der folgenden Tabelle sind die gewonnenen Tatsachen 
iibersichtlich zusammengestellt: 


Kiwei®kérper N: CH, = 100: x 

SP =e ke ek ee Ae ae oe.» oo ee 
2, Casein ara ae ee 
So eee en ee 
4. Bence-Jonesscher KiweiBkirper . . . . ., -180 
ba we te we Oe Soe Re es as eS CS 
6. Globulin aus Kiirbissen we ee, 0 eg 
ee ee ee ae . , =i 
BE is. ce OL ele a BOR a oe 
9. Salminsulfat vom Rheinlachs . ..... ,°> 97 
10. Salminsulfat von Oncorhynchus ..... , 89 
55 e.g ones ee tem We lee ce as 0 


12. Scombrinsulfat . a 


Es ergeben sich hier iiberraschende Verhiltnisse. Zu- 
nichst ist die auffallende Ubereinstimmung der N-Methyl- 
zahlen von Eiweifikérpern verschiedensten Ursprungs und ver- 
schiedenster Zusammensetzung zu bemerken. 

Gelatine, Casein, Globin, Bence-Jonessche Hiweifikérper, 
Edestin und Kiirbisglobulin ergeben anniihernd die gleichen 
Zahlen. 

Ganz anders verhalten sich hingegen die Protamine. 





is 

rs 
& 
ae 
i, 
2 








Uber die freien Amidogruppen der Eiweiikérper. 63 


Wiahrend nach unseren bisherigen Anschauungen die lysin- 
freien Vertreter dieser Klasse ihnliche Werte geben sollten, 
ergibt sich hier eine auffallende Differenzierung, die mit un- 
seren bisherigen Anschauungen direkt in Widerspruch zu 
stehen scheint. So sehen wir z. B. Clupein und Sturin, wo- 
von das erstere nach dem Typus a,m'), das letztere nach dem 
Typus (ah1l),m gebaut ist, mit der gleichen Methylzahl (24) 
auftauchen, wihrend die beiden Salmine, die ebenfalls dem 
Typus a.m angehéren, die Methylzahl 9 ergeben. Noch iiber- 
raschender ist der Befund beim Esocin und Scombrin, denen 
auch die allgemeine Formel a,m entspricht, und die gegen die 
Einwirkung von Dimethylsulfat vollkommen resistent  er- 
<cheinen. 

Es scheinen sich hier neue gesetzmibige Zusammenhinge 
auszudriicken, auf deren Bedeutung ich hier nur kurz hin- 
weisen méchte, da sie weiter unten noch besprochen werden 
sollen. 

Die niichste Frage, die durch diese Tatsachen aufgerollt 
wird, ist die, wie sich die einzelnen Bausteine des Hiweib- 
molekiils gegeniiber der Eimwirkung von Dimethylsulfat ver- 
halten. 

N ovak?®) hat seinerzeit die Einwirkung von Dialkylsulfaten 
auf Amidosiiuren studiert und untersuchte Glykokoll, Alanin, 
Leucin, Phenylalanin, Asparaginsiure und Glutaminséure. Er 
erhielt bei allen genannten Substanzen Verbindungen, die drei 
Methylgruppen am Stickstoff gebunden haben, mit Ausnahme 
der Asparaginsiure, welche Trimethylamin und Fumarsiure 
hefert, wie schon seinerzeit Kérner und Menozzi%) nach- 
gewiesen haben. 

Khe man den Versuch einer Deutung der Methylierung 
des ganzen EKiweifimolekiils unternimmt, lag es nun nahe, das 
Verhalten der iibrigen Bausteine, namentlich der Diamino- 
siuren festzustellen. 


') Vgl. A. Kossel, Diese Zeitschr. Bd. 88, 8. 184 (1913). 
*) Bd. 45, 8. 834 (1912). 
*) Gazz. chim. Ital., Bd. 13, 8S. 351. 
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Ks wurden zu diesem Zweck untersucht: Arginin, Lysin 4 
und Histidin. 


Die Methylzahlen waren: 
N-Methylzahl 





1, Arginincarbonat . . ; a ee eae 55°2 
ee ee ee ae ee ee 200°— 
a a a i 104-— 


Das heifit, es entstanden: 
Aus Arginin N-Dimethylarginin, aus Histidin ein N-Tri- 


methylhistidin und aus Lysin ein N-Tetramethyllysin, was 4 
wahrscheinlich einer Formel | 
coon | 
| j 
(CH,)s 4 
oe 4 
entspricht. q 


Albumosen und Peptone. 


Ks wurde das Verhalten einiger Albumosen und Peptone 
untersucht. Ein orientierender Versuch mit Gelatine, die in 
alkalischer Lésung eine halbe Stunde am Wasserbade erhitzt 
worden war, zeigte eine bedeutende Steigerung der Methylier- 
barkeit an: 
| 2°5 g Gelatine 
| 6 g NaOH 

eine halbe Stunde am Wasserbade digeriert, dann abgekiillt 
und mit 15 g Dimethylsulfat geschiittelt. a 
N-Methylzahl = 89°7. a 
Die Methylzahl der unverianderten Gelatine = 15°0. : 
N-Methylzahlen. 


oy 


wurden in 100 Teilen Wasser geldst, 





NE si Ge ee eer) A 16°7 
SI 5. 9-40) ai beast 199 
Pw i we me os me 30°7 
NE 5 ee Oe ae es 5°8 


Es zeigen diese Versuche ganz deutlich, daf} bei fort- 
schreitender hydrolytischer Spaltung Produkte entstehen, deren 
Methylierbarkeit immer mehr zunimmt, was ganz im Einklang 
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mit der Vorstellung der allmihlichen Lisung von Peptid- 
bindungen steht, wodurch die methylierbaren freien Amido- 
gruppen gebildet werden. Auch Herzig und Landsteiner’) 
fanden bei der Behandlung von Wittepepton mit Diazomethan 
eine Steigerung des Stickstoffmethyls gegeniiber den urspriing- 
lichen Kiweibkérpern. 


Siurehydrolyse der Gelatine. 


Um die fortschreitende Spaltung und das damit verbun- 
dene Freiwerden von Aminogruppen feststellen zu kénnen, 
wurde die Gelatine einer Hydrolyse mit Normal-Salzsiure 
unterworfen und die einzelnen Stadien immer durch Formol- 
titrierung nach Sérensen und die Bestimmung der N-Methy]l- 
zahl fixiert. Die geringe Konzentration der zur Hydrolyse 
benutzten Siéure bringt einesteils den Vorteil mit sich, da 
man immer eine kaum gefirbte Lésung erhilt, was ja fiir die 
Sérensensche Bestimmung von grofer Wichtigkeit ist, an- 


dernteils werden dadurch die Zeitriiume betrichtlich in die 


Linge gezogen, was ebenfalls von Vorteil fiir die Gleichmifig- 
keit der Resultate zu sein scheint. 

Zur Bestimmung des Formolstickstoffs nach Sérensen 
wurden 3 g Gelatine in 150 Teilen Wasser gelést und diese 
Lisung genau neutralisiert :*) 


10 cm® verbrauchten = 20°3 em? 5 Saure = 28°43 mg N 


20 cm® verbrauchten = 0°8 cm?-»-NaOH == 2:24 mg Formol N 


Die N-Methylzah] war, wie friiher schon bestimmt 
wurde, = 150, 

Das Verhialtnis des Formolstickstoffs zum Gesamtstick- 
stoff war 4°01: 100, somit 100 N : Formol-N = 4°01. 

Fiir jeden der angegebenen Versuche war die Anordnung 
wie folgt: 2 g Gelatine wurden auf dem Wasserbade in 100 
Teilen Wasser gelést und zu dieser Lésung 100 cm* doppelt 


1) Bioch. Zeitschr. Bd. 61, S. 458 (1914). 
*) Als Indikator diente Phenolphtalein und es wurde immer auf das 
Stadium ,deutlich rot‘ titriert. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CVII. 5 





? 
5 
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normale Salzsiéure gefiigt; nun wurde die angegebene Zeit am 
RiickfluBkihler gekocht, dann mit einer Lésung von 8 g NaOH 
in 50 g Wasser genau gegen Azolithmin neutralisiert. 


Davon wurden je 20 cm® fir die Stickstoffbestimmung 
und die Formoltitrierung entnommen. Ebenso wurden 20 cm® 
entsprechend ungefahr 0°2 g Gelatine in ein 50 cm® Mefkélbchen 
gemessen und mit 0°5 g Dimethylsulfat + 5 cm*® 10°/, Natron- 
lauge methyliert. Nach 20 Minuten wurde mit etwa 5 cm? 
10°/, HCl ganz schwach angesiuert zur Marke aufgefiillt, 
gemischt und 1 cm® der Methylbestimmung zugefiihrt. 


Siurehydrolyse der Gelatine. 





°/, Formol- CH,-Gruppen 











Zeit in M.. : | N-Methylzahl 
asia Stickstoff vom auf je 100 Atome | “eons 
Gesamtstickstoff | Gesamtstickstoff | 

a 4 15 | 3:7 

7: P | 21 37 | 1°8 

1 36 61 | 17 

. | 45 75 | 1°7 

4 | 5D 106 | 19 

8 | 68 119 1°8 

16 | 75 | 132 | 1:8 


Ks ergibt sich aus dieser Zusammenstellung zuniichst das 
Folgende: 


1. Die Methylzahl steigt bei, fortschreitender 
Hydrolyse an, wie dies von der Formolzahl bekannt ist. 


2. Das Verhiltnis von N-Methylzahl zu Formolzahl ist 
im nicht gespaltenen Proteinmolekiil gleich 3°7._ Dieses Ver- 
hiltnis verschiebt sich schon nach '/, Stunde zu- 
gunsten des Formolstickstoffes und bleibt dann an- 
nihernd konstant. 


3. Unter der Annahme, daf die meisten der methylierten 
Aminogruppen in Trimethylaminogruppen iibergehen, verhilt 
sich die Anzahl der formoltitrierbaren Stickstoffatome im ur- 
spriinglichen Gelatinemolekiil zur Anzahl der methylierbaren 
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Stickstoffatome annaéhernd wie 1:1. Dieses Verhiltnis ver- 
schiebt sich aber schon nach dem ersten Angriff auf das 
Molekii] in der Art, daf’ annihernd auf je 2 formoltitrier- 
bare Stickstoffatome 1 trimethyliertes entfallt. Es sei hier 
auf das nachdriicklichste darauf hingewiesen, dafi diese Pro- 
portion nur approximative Werte anzeigt, denn es ist von 
vornherein anzunehmen, da in einem so komplizierten Kom- 
plexe, wie ihn das Eiweifimolekiil darstellt, derartige grob- 
eingreifende Reaktionen nicht ohne die Bildung von Neben- 
produkten verlaufen werden. 


Versuch tiber die tryptische Spaltung von Eiweifi- 
kérpern. 


Zeigten schon die eben beschriebenen Versuche eine neue 
Méglichkeit, die Stickstoffatome des Eiweifimolekiils in ver- 
schieden reagierende Gruppen zu differenzieren, so dringt sich 
nun die Frage auf, ob bei der fermentativen Spaltung ahnliche 
Verhialtnisse obwalten wiirden. Wird bei der tryptischen 
Verdauung die Liésung der Stickstoffverbindungen ebenfalls 
in dem Sinne erfolgen, daf} sich das urspriingliche Verhaltnis 
von Formolstickstoff zu Methylstickstoff andert und in welchem 
Sinne wird sich diese Proportion verschieben ? 


Fiir die nun zu bestimmenden Versuche diente ein Trypsin- 
priparat von Griibler-Leipzig. 


1 g des betreffenden Kiweifikiérpers wurde mit 0°5 g Na- 
triumcarbonat und 0°1 g des Trypsinpulvers in 100 cm* Wasser 
gelist, mit einigen Tropfen Toluol versetzt und im Brut- 
schrank bei 37° wahrend der angegebenen Zeiten verdaut. 
Danach wurde das Gemisch genau neutralisiert und darin in 
je 20 cm® der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl, der Formol- 
stickstoff nach Sérensen bestimmt. Zu 10 cm* wurden 
5 em’ 10°/, ige Natronlauge und 0°5 g Dimethylsulfat gegeben. 
Nach der Zersetzung desselben wurde mit 5 cm® 10°/, iger Salz- 
siure neutralisiert bzw. schwach angesiuert, bis auf 50 cm*® 
aufgefiillt und in 1 cm® dieser Lésung das Methyl am Stick- 
stoff bestimmt. 
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Trypsinverdauung der Gelatine. 
— a — 

Zeit in | °/, Formol-Stick- | CH,-Gruppen auf N-Methylzahl 

meine: 1 stoff vom Gesamt- | je 100 Atome es a 

| stickstoff | Gesamtstickstoff — 

| ; 

0 4 | 15 3°7 4 
2 13 23 1°8 4 
4 22 | 29 1:3 
6 22 30 1.4 


Diese Tabelle zeigt, dali also die Verhaltnisse bei der 
Trypsinverdauung der Gelatine zu denselben Zustanden fiihren, 
wie die Saurehydrolyse. 


Trypsinverdauung des Caseins. 














Feit in WF Pernel’ Stick- ce CH,- ‘Cheeapienn onl N-Methylzahl 
alts stoff vom Gesamt- | je 100 Atome ae ee 
stickstoff Gesamtstickstoff 

0 5 | 17 3.4 

il, 35°4 31°8 0°9 

1 41°6 37°5 0°9 

8 54°4 45°7 0°84 

16 59°9 51°8 0°86 

72 66:0 54°6 0°83 


Wieder verschiebt sich das Verhiltnis in der ersten 
Etappe der Zersetzung zugunsten des Formolstickstoffes, um 
dann im Verlaufe der Reaktion konstant zu bleiben. 


Trypsinverdauung von Clupeinsulfat. 




















Zeit °/o Formol-Stick- CH,-Gruppen auf N-Methylzahl 
In stoff vom Gesamt- je 100 Atome 
Stunden stickstoff Gesamtstickstoff Formolzahl 
0 0 24 fore) 
ls 33 39 11 
2 37 | 43 14 
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Die Proportion stimmt auffallend genau und zeigt ein um 
so mehr iiberraschendes Resultat, als sie nach unseren gegen- 
wartigen Anschauungen nicht zu deuten ist. 


Im Anschluf daran sei noch auf die friiher genannte Er- 
scheinung verwiesen, dafi das Esocin und *Scombrin, welche 
nur ganz geringe Mengen von Formolstickstoff enthalten, 
keinen methylierbaren Stickstoff aufweisen. 


Vergleicht man die experimentell erharteten Tatsachen, 
so ergibt sich zunichst daraus, daf} das Dimethylsulfat sich 
wesentlich anders verhalt, als die von Skraup und Herzig 
und Landsteiner (I. c.) angewandten Methylierungsmittel und 
da die Verhiltnisse doch viel komplizierter liegen miissen, 
als bisher angenommen wurde. Wie ich schon weiter oben 
bemerkt habe, ergeben sich hier iiberraschende Uberein- 
stimmungen bei den verschiedenartigsten Proteinen und auf- 
fallende Unterschiede bei ganz ahnlichen Eiweifikérpern. 


Wahrend die Methoden von Sérensen und van Slyke 
so ziemlich iiberall die gleiche Zahl von freien Amidogruppen 
ergeben, scheint hier zunichst gar keine Ubereinstimmung mit 
diesen beiden Methoden zu bestehen. 

Ich stelle in der folgenden Tabelle die N-Methylzahlen 
den Formolzahlen bzw. van Slyke-Zahlen einiger Proteine 
gegentiber ’). 




















9 Formol N | N-Methylzahl 
Ie ee ee ee ae 3°4 15 
ig Or ae ee 5'5 16 
ce gh a ae rs, ig = at | Heh ae 3°3 15 
Ss es ee ow ee er SG 0°0 | 24 
es Se & a an a ae eee 0:0 | 9 
ee: ag i ga” Sp. Peer Sa a 86 | 24 
ee eG. 2 ae ar CS 00 | 0 
Scombrin . ........./ 0°0 | 0 


1) Vgl. A. Kossel und N. Gawrilow, H -S. Bd. 81, S. 278 (1912) 
und v. Slyke und Birchard, Journ. of Biol, Chem., 14. Bd., 8. 538 (1914)- 
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Es scheinen hier Beziehungen zu bestehen, auf deren 
Deutung ich aber noch nicht an dieser Stelle eingehen kann, 
da sie mit der Frage des Lysingehaltes zusammenhingen. 
Wie Skraup’), A. Kossel?) und v. Slyke und Birchard?) 
annehmen, scheiren lysinreiche Proteine auch eine gréfere 
Zahl freier Amidogruppen zu besitzen. Und es wiirde das 
bis zu einem gewissen Grade aus der vorstehenden Tabelle 
hervorgehen. Doch sind in dieser Richtung am hiesigen In- 
stitut Untersuchungen im Gange, deren Ergebnisse erst ab- 


gewartet werden miissen, um diese Erscheinungen aufzukliren. 


Bei der Behandlung von Clupein mit Dimethylsulfat fand 
Rogozinski*‘) eine Abnahme der absoluten Menge an Arginin. 
Diese Tatsache ist nach unseren Versuchen darauf zuriick- 
zufiihren, daf} das Silbersalz des methylierten Arginins be- 
deutend leichter léslich ist, als das der unverinderten Amido- 
saure. 

Nach der bisherigen Anschauung galten Clupein; Salmin, 
EKsocin und Scombrin, die alle, wie schon erwahnt wurde, 
dem Typus a,m angehéren, als nahe verwandt. Die Formol- 
titrierung ergibt unter diesen Proteinen keine oder nur 
ganz geringe Unterschiede; die N-Methylzahlen jedoch lassen 
bedeutende Verschiedenheiten hervortreten. Es kénnen Clupein 
mit 24, Salmin mit 9 und Esocin und Scombrin mit je 0 
einander gegeniibergestellt werden. Und noch mehr: Wahrend 
die lysinfreien Proteine der Clupeinreihe untereinander Ver- 
schiedenheiten erkennen lassen, verhalten sich Clupein und 
das lysinhaltige Sturin analog. 


Es wire verfriiht, aus dem bis jetzt vorliegenden Tat- 
sachenmaterial weitgehende Schliisse zu ziehen. Mit Sicher- 
heit 1af®t sich jedoch aber sagen, da® es einerseits 
mit Hilfe der N-Methylzahl und ihrem Vergleiche 
mit allen anderen bis jetzt bekannten Ergebnissen 


1) Monatshefte d. Chem. 27, 631, 653 (1906). 

2) A. Kossel und Gawrilow, Diese Zeitschr. Bd. 81, 8. 274 (1912). 
8) y. Slyke und Birchard, l.c. 

4) Rogozinski: H. 8. Bd. 80, S. 371 (1912). 
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ermiglicht wird, scheinbar ganz gleichartige Kiweifi- 
substanzen in exakter Weise voneinander zu unter- 
scheiden; anderseits deutet die Methylsubstituierung 
des Stickstoffes auf eine Reihe von bevorzugten N- 
Atomen im Proteinmolekiil hin, die sich den bis- 
herigen Methoden entzogen haben. 


Soweit nun die Versuche iiber Salzsiiurehydrolyse und 
Fermentspaltung durchgefiihrt wurden, ist dariiber das Folgende 
zu sagen: 


Siurehydrolyse und T'rypsinverdauung gehen scheinbar 
in analoger Weise vor sich. Das urspriingliche Ver- 
hiltnis von Formol- und N-Methylzahl wird schon 
in den ersten Stadien der Spaltung verindert, um 
dann fiir den ganzen weiteren Verlauf der Reaktion 
konstant zu bleiben. Alle drei der untersuchten Eiweifi- 
kérper, Gelatine, Casein und Clupein, verhielten sich darin 
gleichmaBig. Méglicherweise wird der hohe Gehalt an Gly- 
kokoll das Verhiltnis bei der Gelatine (2:1) gegeniiber dem 
Casein und Clupein (8:1) bewirken. Doch sehen wir auch 
in diesem Falle wieder Unterschiede hervortreten, die bei 


einer einfachen Bestimmung der Formolzahl nicht erkennt- 
lich sind. 


Die vorhin erwaihnte Erscheinung der Veranderung des 
Verhaltnisses von Formolzah! zur N-Methylzahl laBt einige 
Vermutungen zu, auf die ich zum SchluB noch hinweisen 
michte. 


Es scheinen im KEiweifimolekil bestimmte Bindungs- 
verhiltnisse zu existieren, die, wenn sie einmal gestért sind, 
zu einem sekundiren Zustande fiihren, der wihrend der ganzen 
Dauer der folgenden Aufspaltung konstant bleibt. 


Ks widerstrebt unseren gesamten Anschauungen, sich das 
Kiweifimolekiil als eine lange peptidartige Kette vorzustellen. 
Denkt man sich dasselbe aber als ein System paralleler Kom- 
plexe, etwa nach Art der Struktur der Polynukleotide, so 
kénnten vielleicht die oben genannten Erscheinungen dadurch 
einer zwanglosen Erklirung zugefiihrt werden. 


